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Biomarcador da modificacao oxidativa
da LDL in vivo

Biomarker LDL's oxidative modification in vivo
N. R. T. Damasceno®?; E. Apolinério®; J. M. A. Oliveira®; I. Fernandes* & D. S. P Abdalla®

RESUMO - As modificagoes oxidativas da lipoproteina de baixa densidade (LDL) sdo consideradas um fator impor-
tante para o desenvolvimento da aterosclerose. Estas modificacdes ocorrem in vivo, originando uma sub-fracao
denominada de LDL eletronegativa (LDL™). O monitoramento clinico da LDL™ é de extrema importdncia, mas
estava sendo limitado pela dificuldade para a detec¢do desta particula em fluidos biolégicos. Neste estudo desen-
volveu-se novas metodologias para detectar a LDL™ no plasma, utilizando-se um anticorpo monoclonal anti-LDL"
humana (3D1036) e avaliar a resposta imune humoral relacionada a LDL™. A LDL" plasmatica foi analisada atra-
vés de um ELISA com deteccao por quimioluminescéncia com boa sensibilidade (<1,0 ug/mL) e precisao (CVipr.=6,44
+ 1,15 % e CViner=8,59 * 3,42%). As andlises dos auto-anticorpos anti-LDL™ evidenciaram a presenca de uma
resposta imune especifica para a LDL” em humanos e em coelhos. A determinacdo da LDL-, abre novas perspec-
tivas para o monitoramento das modificacoes oxidativas enddégenas da LDL em estudos clinicos e de intervencao
que utilizam um elevado numero de amostras. Além disto, a deteccdo dos auto-anticorpos anti-LDL"~ demonstra o
potencial imunogénico desta particula. Portanto, a detecgdo da LDL™ e dos auto-anticorpos anti-LDL™ abre novas
perspectivas para o monitoramento dos fatores de risco para a aterosclerose vinculados as reacoes oxidativas.

PALAVRAS-CHAVE - LDL", aterosclerose, anticorpo monoclonal, ELISA, auto-anticorpos.

SUMMARY - The oxidative modifications of low density lipoprotein (LDL) have been considered as an important risk
factor for atherosclerosis development. These LDL modifications occurs in vivo generating a subfraction named electro-
negative LDL (LDL"). Clinical follow up of LDL" is extremely important, although it has been limited by difficulties
for detection of this particle in biological fluids. The goal of this study was to develop new methodologies to detect
LDL" in blood plasma using a monoclonal antibody against human LDL"™ and to evaluate the imune humoral res-
ponse relative to LDL . Determination of plasma LDL~ was done by a sensitive (<1.0 ug/mL) and precise (CVinua=6.44
+ 1.15% e CViner=8.59 * 3.42%) enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) coupled to chemiluminescence detec-
tion. The anti-LDL " autoantibodies analysis showed a specific immune humoral response to LDL" in humans and
rabbits. The specific detection of LDL ™ by ELISA make possible the follow up of the endogenous oxidative modifications
of LDL in clinical studies and clinical trials with a high number of samples. Moreover, the detection of autoantibodies
against LDL~ demonstrates the immunogenic potential of this particle. Thus, the detection of LDL" particles and au-
toantibodies against LDL~ opens new horizons to evaluate risk factors of atherosclerosis related to oxidative reactions.

KEYWORDS - LDL", atherosclerosis, monoclonal antibody, ELISA, autoantibodies.
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INTRODUGAO

numeros estudos tém demonstrado que as modifica-
coes oxidativas da lipoproteina de baixa densida-

de (LDL) tém associacdo com o processo de iniciagdo
e progressdo da aterosclerose. A LDL é considerada
uma populacado micro-heterogénea de particulas com
caracteristicas fisico-quimicas e imunolégicas distin-
tas. Avogaro et al. (1989) and Cazzolato et al. (1991)
identificaram uma sub-fracdao da LDL, denominada de
LDL eletronegativa (LDL") devido a sua maior eletro-
negatividade em relacdo a LDL ndo modificada, ou LDL
nativa (LDL-n). A sub-fracdo LDL™ apresenta concen-
tragcoes mais elevadas de 6xidos de colesterol e menor
concentracdo de a-tocoferol, quando comparada a
LDL-n (Chang et al., 1997). Apesar dos estudos in vi-
tro indicarem o envolvimento da LDL™ na iniciacao e

na progressao da aterosclerose (Sevanian et al., 1999),
existem dificuldades metodoldgicas para a determina-
cdo desta sub-fracdo na rotina laboratorial. Anticorpos
monoclonais tém sido amplamente utilizados na ca-
racterizacdo das modificacgoes lipidicas e protéicas que
ocorrem na LDL durante o processo oxidativo. Neste
sentido, varios anticorpos tém sido gerados a partir da
inducao da oxidacao da LDL, in vitro, utilizando-se
véarios agentes oxidantes (Itabe et al., 1996; Horkko et
al., 2000). A deteccao da LDL oxidada (Palinski et al.,
1990; Esterbauer et al., 1992; Virella et al., 1993) e de
auto-anticorpos anti-lipoproteinas oxidadas nas lesoes
ateroscleréticas (Prat et al., 1993, Yla-Hertuala et al.,
1994) tém confirmado a presenca de lipoproteinas oxi-
dadas in vivo e a participacdo do sistema imunolégico
no processo da aterosclerose. Sabe-se que monécitos/
macréfagos, na presenca de lipoproteinas modificadas
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oxidativamente, aumentam a expressao de receptores
scavenger (Brown et al., 1980) e/ou receptores para a
fracdo Fc das imunoglobulinas (Stanton et al., 1992).
Este evento permitiria a captacao de particulas ricas
em ésteres de colesterol, através de um processo nao
controlado por feed-back negativo, dando origem as
células espumosas (foam cells).

Considerando as modificacoes oxidativas da LDL
que ocorrem durante o processo aterosclerético e a
deteccao de autoanticorpos anti-LDL oxidada na cir-
culacao e nas lesdes ateroscleroticas, poder-se-ia infe-
rir que a LDL apés ser oxidada torna-se um auto-anti-
geno, desencadeando uma resposta auto-imune. O
objetivo deste estudo foi estabelecer um ELISA com
sensibilidade e especificidade adequadas para detec-
tar a sub-fracdo LDL™ no plasma humano e avaliar a
resposta de auto-anticorpos anti-LDL™ no plasma. A
utilizacdo destes ensaios possibilitara o monitoramento
da formacado da LDL™ no acompanhamento clinico-la-
boratorial de individuos em condicdes de risco para o
desenvolvimento da aterosclerose.

MATERIAL E METODOS

Obtencao de LDL e purificagao da sub-fracao LDL"

Amostras de sangue obtidas a partir de doadores
voluntdrios saudaveis foram coletadas em tubos con-
tendo etilenodiamino tetracético (EDTA, 1,0 mg/mL de
sangue). O plasma foi separado por centrifugacao a
1500 g por 10 min, a 4°C, e 1,0 mmol/L de fenilmetilsul-
fonil fluoreto, 2,0 mmol/L de benzamidina, 2,0 mg/mL
de aprotinina e 20,0 mmol/L de hidroxitolueno butila-
do foram adicionados para prevenir a atividade das
proteases e as reacoes oxidativas. A lipoproteina de
baixa densidade (1,019 <d<1,063 g/mL) foi isolada por
ultracentrifugacao preparativa, utilizando-se uma ul-
tracentrifuga Sorvall (Sorvall Ultra Pro80, Sorvall Pro-
ducts, Newtown, CT, USA) equipada com rotor verti-
cal (T-1270) durante 5 hs, a 18.000 x g, a 4°C. Apds a
separacao, a LDL foi dialisada contra 150,0 mmol/L de
cloreto de sodio, 1,0 mmol/L de EDTA, 10,0 mmol/L de
Trizma base e 3,0 mmol/L de azida sédica, a 4°C por
12 hs. Todos os reagentes foram adquiridos da Sigma
Chemical, St. Louis, MO. A purificacao de LDL" foi
realizada segundo Cazzolato et al. (1991). A LDL" foi
isolada através de cromatografia liquida de alta efici-
éncia, utilizando-se uma coluna de troca i6nica UNO
Q-1 de 7,0 mm x 35,0 mm (Bio-Rad Inc., Hercules,
CA) e monitoramento em 280 nm (detector de fotodio-
dos SPD-M10A Shimadzu, Tokyo, Japan). Injetou-se
1,0 mL da fracdao LDL total (1,0 mg de proteinas/mL)
na coluna e iniciou-se a corrida cromatografica com
uma fase mével constituida por tampao Tris-HCI
0,01 M, pH 7,2, a um fluxo de 1,0 mL/min. Apds 5 mi-
nutos de corrida, um gradiente formado por NaCl
(0 a 0,3M) em tampaéo Tris-HCI foi utilizado para elui-
cdo durante 45 min. Os picos, correspondentes a LDL
nativa e LDL™ foram coletados em tubos imersos em
banho de gelo, contendo 1,0 mg/mL de EDTA, 1,0 mmol/L.
de fenilmetilsulfonil fluoreto, 2,0 mmol/L de benzami-
dina, 2,0 mg/mL de aprotinina and 20,0 mmol/L de hi-
droxitolueno butilado. As amostras foram concentra-
das em Speed-Vac SC 110 (Savant Instruments Inc.
Holbrook, NY, US) e os sais removidos através de co-
lunas Econo-Pac 10DG (cat. n® 7322010, Bio-Rad Inc.,
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Hercules, CA). As possiveis contaminacdes com imu-
noglobulinas e albumina foram eliminadas, respecti-
vamente, através da aplicacao da sub-fracdo LDL"™ as
colunas Econo-Pac (cat. n® 7322027, Bio-Rad Inc., Her-
cules, CA) e HiTrap Blue (cat. n® 17-0412-01, Amer-
sham Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia). A concen-
tracdo de proteinas foi determinada através do méto-
do de Lowry et al. (1951). A LDL", obtida conforme
descrito acima, foi utilizada como controle positivo no
ELISA e como antigeno na determinacéao de auto-an-
ticorpos anti-LDL".

Caracterizacao do anticorpo monoclonal anti-LDL"

O protocolo de producao e caracterizacao do anti-
corpo monoclonal anti-LDL" (3D1036) baseou-se nos
estudos prévios realizados por Damasceno (2001). Ava-
liou-se o anticorpo em relacao ao seu indice de reati-
vidade com a LDL nativa e a LDL" em humanos e em
coelhos e determinou-se o isotipo e o titulo.

Especificidade do anticorpo monoclonal
anti-LDL™ (Imunoblot)

A reatividade do anticorpo monoclonal contra a sub-
fracdo LDL" foi avaliada por Imunoblot. Aliquotas de
LDL" (2,0 pg/mL) e LDL nativa (1,0 pg/mL) foram apli-
cadas em gel de poliacrilamida, em condi¢oes desna-
turantes, e transferidas para membranas de nitrocelu-
lose por 2 hs (Whatman®, cat. 3001917, Whatman In-
ternational Ltd., Maidstone, Inglaterra) usando-se um
sistema de transferéncia (Multiphor I1°, cat. 18101685,
Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia). A eficiéncia da
transferéncia foi monitorada com o corante Ponceau S
(Sigma Chemical, St. Louis, MO). Através da transfe-
réncia simultanea de padroes de alto peso molecular,
determinou-se também o peso molecular da sub-fra-
cao da LDL" reconhecida pelo anticorpo. Neste pro-
cesso, as membranas de nitrocelulose foram tratadas
com tampao Tris-salina 0,5 M (TBS) pH 7,5 contendo
5% de leite desnatado (Molico®, Nestlé, Aracatuba, SP,
Brasil) por 2 hs a temperatura ambiente e sob agitagdo
constante (10 ciclos/min). Apos este periodo, as mem-
branas foram lavadas 3 vezes com TBS (5 min/lava-
gem) e incubadas com o anticorpo anti-LDL™ (1:1000)
por 2 hs a temperatura ambiente e sob agitacdo cons-
tante (10 ciclos/min). Em seguida, as membranas fo-
ram lavadas, conforme descrito acima, e incubadas com
anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase
(Rockland Immunochemicals for Research, Gilberts-
ville, PA, USA) diluido 1:500 (v/v) em TBS contendo
1% de leite desnatado. As membranas foram incuba-
das por 2 hs a temperatura ambiente. Apds a lavagem,
a reacdo foi monitorada pela adicdo de 4a-naftol (Sig-
ma Chemical, St. Louis, MO) em metanol, TBS e H,0,
30% (3.0 mL/17.0 mL/20.0 pL, respectivamente).

| Deteccao de LDL™ no plasma (ELISA)

Para a padronizacao do ELISA utilizou-se amostras
de plasma humano provenientes de individuos hiper-
colesterolémicos e com aterosclerose suplementados
com a-tocoferol (400 Ul/dia de acetato de D-a-tocofe-
rol) (n=15, 198,73 £ 55,23 mg de colesterol/mL) e hi-
percolesterolémicos nao suplementados (n=15, 197,43
+ 22,42 mg de colesterol/mL); e de coelhos normolipi-
démicos (n=5, recém-desmamados e alimentados com
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dieta formulada isenta de colesterol (T=0) e coelhos
hipercolesterolémicos (n=5, recém-desmamados e ali-
mentados com dieta formulada isenta de colesterol,
contendo 27% de caseina (T=180 dias de dieta). O san-
gue foi coletado em EDTA (1,0 mg/ml) e o plasma imedia-
tamente separado em tubos contendo BHT (20,0 mM),
aprotinina (2,0 pg/ml), benzamidina (2,0 mM) e PMSF
(1,0 mM) e estocado a -70°C, até o momento das ana-
lises. As amostras foram diluidas (1:2) com tampéao
carbonato-bicarbonato 0,1 M, pH 9,4 e incubadas
(50 uL/pogo) em placas de ELISA de 96 pocos (EIA/
RIA, Costar, Cambridge, MA, USA), por 12hs, a 37°C.
Apoés este periodo, o material ndo adsorvido foi des-
cartado, sendo os sitios livres bloqueados com PBS-
leite desnatado 5%. As placas foram incubadas por 2 hs
a 37°C e lavadas 5 vezes com PBS-Tween. Em segui-
da, as placas foram incubadas com o anti-LDL™ MAb
(1:5000 v/v; 50 puL/poco) por 2 hs a 37°C. Apds este
periodo de incubacéo, as placas foram lavadas 5 vezes
com PBS e o anticorpo anti-IgG de camundongo con-
jugado com peroxidase (Rockland Immunochemicals for
Research, Gilbertsville, PA, USA) diluido 1:1000 (v/v)
em PBS-leite desnatado (1%) foi adicionado, incu-
bando-se por 2 hs a 37°C. O substrato (50 uL de 2,3M
isoluminol + 0,9M 4-iodophenol diluido em tampéao
Tris-HC10,01M, pH 8.5 e 25 pL de H,0, 0,6%) foi adi-
cionado a cada poco, sendo a luz emitida monitorada
durante 10 minutos (inicio da emissao até o decaimento
da emissdo), utilizando-se uma leitora para placas Lu-
miCount (Spectra Count, Canberra Company, Meri-
den, CT). As andlises foram realizadas em triplicata e
os resultados expressos em g de LDL"/mL, tendo a
curva padrao sido calibrada com LDL™ (1 a 2900ng/mL).
Como controles positivos e negativos, usou-se LDL" e
LDL nativa, respectivamente.

Deteccao de auto-anticorpos anti-LDL"
no plasma (ELISA)

Amostras de LDL"™ e LDL nativa, obtidas conforme
previamente descrito acima, foram diluidas em tam-
pao carbonato-bicarbonato (0,1 M, pH 9,4) até a con-
centracao final de 1,0 pg/pogo. Apds o preparo das
amostras, placas de 96 pogos (EIA/RIA, Costar, Cam-
bridge, MA, USA) foram sensibilizadas e incubadas
por 12 hs, a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi des-
cartado, sendo os sitios livres bloqueados com leite a
5% diluido em tampao fosfato (PBS), pH 7,4 cujas pro-
teases haviam sido previamente inativadas pelo calor.
As placas foram incubadas a temperatura ambiente por
2 horas e, em seguida, foram lavadas cinco vezes com
PBS-Tween (0,05%). Apos esta etapa, amostras de plas-
ma dos individuos hipercolesterolémicos e de coelhos
normo e hipercolesterolémicos, foram diluidas em lei-
te 1%-PBS (1:10, 1:20, 1:40, 1:160, 1:320, 1:640, 1:1280,
1:2560, 1:5120). Adicionou-se 50,0 pl de cada amos-
tra/poco e incubou-se as placas por 2 horas a tempera-
tura ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas,
conforme descrito acima. Posteriormente adicionou-
se (50,0 pl/pogo) do anticorpo anti-IgG humano e de
coelho marcados com peroxidase (1:1000 e 1:2000, res-
pectivamente), diluido em leite 1%-PBS, sendo as pla-
cas incubadas por 1 h e 30 minutos a temperatura
ambiente. Apds este periodo, as placas foram lavadas,
adicionado-se a solucao de substrato contendo 0,53 mg
de ABTS/mL de tampao citrato-fosfato 1,0 M + 0,25uL

RBAC, vol. 34(3), 2002

de H,0,(a 30%)/mL. As placas foram incubadas por 30
minutos, a temperatura ambiente, sendo a absorban-
cia monitorada a 405 nm. A partir das absorbancias
monitoradas determinou-se a absorbancia especifica
(Absorbancia x titulo do ensaio anti-LDL™ menos a ab-
sorbancia x titulo do ensaio anti-LDL nativa). Os re-
sultados foram apresentados em relacao ao equivalente
de IgG anti-LDL" (absorbadncia aplicada a equacéao da
curva padrao). A curva padrao foi feita com IgG total
purificada de humanos e coelhos normais (1 a 2900
ng/mL).

Deteccao de auto-anticorpos anti-LDL"
na aorta (ELISA)

Baseando-se nas técnicas previamente descritas por
Yla-Hertuala et al., (1988) e Owens et al. (1997), com
algumas modificacoes, a IgG da aorta de coelhos com
aterosclerose foi extraida e purificada. A IgG obtida deste
modo foi utilizada na padronizacdao do ELISA para de-
teccdo de auto-anticorpos anti-LDL" na aorta. O esque-
ma abaixo demonstra as etapas de extracao e purifica-
cdo da IgG (Fig. 1). A partir da extragdo da IgG da aorta
de coelhos, realizou-se a padronizacao do ELISA para
a deteccdo de auto-anticorpos anti-LDL™ presentes na
aorta destes animais. Inicialmente realizou-se a titula-
cdo (1:1 a 1:80 em série) das amostras para a determi-
nacao do titulo adequado a reacao. Os resultados de-
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FIG. 1 - Esquema de extragao e purificacao de IgG da aorta de coelhos.
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monstraram que as amostras ndo poderiam ser diluidas
durante o imunoensaio. O protocolo do ELISA para a
deteccao de auto-anticorpos anti-LDL"™ na aorta foi o
mesmo aplicado a detecgao de auto-anticorpos no plas-
ma, exceto que os resultados foram expressos em uni-
dades relativa de luz (URL). Todas as amostras foram
analisadas em duplicata.

Analise estatistica |

A andlise estatistica foi realizada através do progra-
ma estatistico SPSS (versao 9.0 para Widows/1999) de-
senvolvido pela SPSS Corporation. Utilizou-se ANO-
VA para a anélise de variancia e as diferencas foram
determinadas através do teste de Tukey, considerando-
se um nivel de significancia de p<0,05. Os resultados
sdo apresentados como média *+ desvio-padrao.

RESULTADOS

dencia o carater monoclonal do anticorpo anti-
LDL". Apés a purificacdo e concentracao do anti-
corpo, determinou-se um titulo de 32.000 para a
deteccao da LDL" purificada, utilizando-se o ensaio
ELISA (Fig. 4).

| Imunoblot

Os resultados obtidos indicaram que o anticorpo
anti-LDL™ reconhece somente um determinante anti-
génico expresso apenas na LDL", ndo reconhecendo a
LDL nativa (Fig. 5). A eletroforese da subfracdo da
LDL™ mostrou trés bandas protéicas, sendo que o anti-
corpo monoclonal reconheceu um epitopo na banda
correspondente a 324.000 kDa visualizada em SDS-
PAGE (Fig. 6). Portanto, os resultados mostram que o
anticorpo anti-LDL™ reconhece um epitopo expresso
nas estruturas tridimensional e linear da LDL", como
verificado no ELISA e no Imunoblot.

Purificagdo da LDL" |

| Deteccao de LDL™ no plasma

A separacao da sub-fracao da LDL através de cro-
matografia liquida de troca idnica é apresentada na
Fig. 2. O pico 1 corresponde a LDL nativa (LDL-n),
enquanto o pico 2 contém a sub-fracdo da LDL mais
eletronegativa (LDL").

A LDL" foi detectada no plasma de individuos hi-
percolesterolémicos suplementados ou ndo com a-to-
coferol. Entretanto, nao se verificou nenhum efeito da
suplementacao de a-tocoferol sobre a concentracao de
LDL" (Fig. 7A). As andlises de LDL™ no plasma de coe-

|:| Sobrenadante de cultura

[ Ascite purificada

Purificacao e isotipagem do 400
anticorpo anti-LDL"
Os resultados de isotipagem do
anticorpo anti-LDL™ ap6s a purifi- 8 800
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FIG. 4 - Titulagao do anticorpo monoclonal anti-LDL" purificado a partir do liquido ascitico e titulado
no ELISA contra a LDL" purificada por cromatografia liquida de alto desempenho com coluna de
troca idnica. Os valores sédo apresentados como média de triplicatas. O cut off foi considerado como
o dobro da absorbancia detectada no controle negativo.
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FIG. 6 - Identificacao do peso molecular (PM)
da apoB da sub-fragao da LDL, reconhecido pelo

off foi considerado como o dobro da absorban-
cia detectada no controle negativo (meio de cul-
tura e liquido ascitico sem Igs anti-LDL"). Os
resultados sao apresentados como média obti-
da a partir das analise conduzidas em triplicata.
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FIG. 5 - Imunoblot obtido com o anticorpo
monoclonal anti-LDL". Utilizou-se a sub-fragao
de LDL", purificada como descrito em Material
e Métodos; a fragdo de LDL nativa foi utilizada
como controle negativo da reacao.

anticorpo monoclonal anti-LDL". A determinacao
do PM baseou-se ha comparagao do peso mole-
cular da sub-fragdo da LDL™ reconhecido pelo
anticorpo com padrdes primarios de alto peso
molecular e calculo do Rf.
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FIG. 7 - Determinacao da concentracao de LDL"
no plasma de individuos hipercolesterolémicos
(n=15) e normolipidémicos (n=15) e de coelhos
normolipidémicos (n=5) e hipercolesterolé-
micos (n=15). Os resultados sao apresentados
como média + desvio-padrao. A diferencas fo-
ram determinadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

lhos indicaram um aumento signi-
ficante desta sub-fracao na circu-
lacdo sistémica apos 180 dias de ad-
ministracao da dieta hipercoleste-
rolémica (Fig. 7B). O ELISA apre-
sentou sensibilidade para detectar
<1,0 ug de proteina/mL de LDL" e
precisao adequada, sendo o coefi-
ciente de variacao intra-ensaio
igual a 6,44 += 1,15% e o coeficien-
te de variacao inter-ensaio igual a
8,6 = 3,42%.

Deteccao de auto-anticorpos
anti-LDL™ no plasma

Fig. 8 - Determinacao do auto-anticorpos anti-
LDL"™ no plasma humano e de coelhos. Os re-
sultados sao apresentados como média + des-
vio-padrao. As diferencas foram determinadas
pelo teste de Tukey (p<0,05).
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FIG. 9 - Determinagao da concentracao de auto-
anticorpos anti-LDL™ na aorta de coelhos (n=5).
Os valores referentes ao T= 0 nao foram apre-
sentados, pois os resultados obtidos estiveram
dentro do ponto de corte (cut off=2x back-
ground). Os resultados sao apresentados como
média + desvio-padrao. As diferencas foram de-

DISCUSSAO

Os objetivos deste estudo foram
demonstrar a presenc¢a da LDL™ no
plasma, através de um ensaio ELI-
SA com elevada sensibilidade, es-
pecificidade e reprodutibilidade e
sua associa¢do com a resposta imu-
ne humoral anti-LDL. Atualmente,
o monitoramento laboratorial do
risco para o desenvolvimento e pro-
gressao da aterosclerose no diabe-
tes mellitus (Fullet et al., 1980), na
hipertensdo (Kannel, 1975), e nas
dislipidemias (Castelli, 1992) é rea-
lizado basicamente através da de-
terminacao do perfil lipidico (Con-
sense of NIH, 1994) Mesmo consi-
derando-se a grande variedade de
fatores relacionados com o proces-
so aterosclerotico, a determinacao
da concentracao do LDL-colesterol
ainda representa o principal indi-
ce utilizado na avaliacao de risco
da aterosclerose (Passarassi et al.,
2001). Entretanto, o valor prediti-
vo determinado a partir da LDL, ou
da andlise de outras lipoproteinas,
¢é limitado devido a grande varie-
dade de fatores relacionados a pro-
gressao da aterosclerose. As modi-
ficagdes oxidativas da LDL vém
sendo consideradas como um ele-
mento adicional independente e
diretamente vinculado ao desen-
volvimento da aterosclerose (Steh-
bens, 1999; Griffin, 1999; Regstrom
etal., 1992). No entanto, o monito-
ramento laboratorial da LDL oxida-
da ainda apresenta diversas limi-
tacoes. Dentre as técnicas disponi-
veis, a cromatografia liquida de alto
desempenho tem sido utilizada,
mas apresenta varias desvanta-
gens, tais como, o elevado custo do
equipamento, os procedimentos
demorados e com diversas etapas

Auto-anticorpos anti-LDL"™ fo-
ram detectados no plasma dos in-
dividuos hipercolesterolémicos e dos coelhos alimen-
tados com a dieta aterogénica. No grupo de pacientes
suplementados com a-tocoferol detectou-se niveis mais
elevados de auto-anticorpos anti-LDL", quando com-
parados aos nao suplementados (Fig. 8A). O aumento
na concentracdo de auto-anticorpos anti-LDL" no plas-
ma de coelhos foi significativo ao longo do periodo de
inducdo de hipercolesterolemia (Fig. 8B).

Deteccao de auto-anticorpos anti-LDL™ na aorta

A IgG extraida da aorta dos coelhos foi reativa para
a LDL™, como demonstrado através de ELISA, indi-
cando a presenca de auto-anticorpos anti-LDL"™ no seg-
mento da aorta contendo lesdes ateroscleréticas. Quan-
do a andlise foi realizada no tecido aértico sem lesoes
ateroscleroticas, nao se constatou reatividade das imu-
noglobulinas extraidas contra a LDL™ (Fig. 9).
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terminadas pelo teste de Tukey (p<0,05).

para o preparo e andlise das amos-
tras e o reduzido numero de equi-
pamentos disponiveis, o que tornam tal procedimento
limitado as investigacoes experimentais. Mais recen-
temente, as evidéncias da participacao do sistema imu-
ne na aterosclerose tém contribuido para o desenvol-
vimento de diversos ensaios imunolégicos voltados a
determinacéao indireta de produtos de oxidacao lipo-
protéica (Yla-Hertuala et al., 1994; Prat et al., 1993).
Neste sentido, a determinacao da presenca de auto-
anticorpos, reativos a LDL modificada in vitro por MDA
(van Haelst et al., 2002), Cu®*+ (Bakalova et al., 1999) e
peroxinitrito- (Seccia et al., 1997), na circulacao e nos
tecidos reforcam a participacao do sistema imunoldgi-
co na progressao da aterosclerose. Associados aos imu-
noensaios para determinacao de auto-anticorpos anti-
lipoproteinas oxidadas, diversos anticorpos poli e mo-
noclonais foram produzidos na tentativa de avaliar de
modo direto a presenca destas particulas na circula-
cdo e em tecidos (Horkko et al., 2000; Palinski et al.,
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1996; Itabe et al., 1996). Embora seja crescente a utili-
zacdo destes anticorpos, a maioria dos “antigenos”
utilizados durante o processo de producao dos anti-
corpos baseia-se na geracdo de epitopos a partir da
oxidacao da LDL in vitro, utilizando agentes oxidan-
tes fortes (CuSO,, ONOO"), os quais promovem alte-
racOes drasticas nestas particulas, que nao refletem as
condigbes fisioldgicas associadas a formacao da LDL
oxidada in vivo. Para avaliar as modificagoes enddge-
nas da LDL, o anticorpo monoclonal (3D1036) anti-
LDL’, utilizado neste estudo, foi gerado a partir de uma
sub- fragao da LDL oxidada in vivo (LDL"), como pre-
viamente descrito por Damasceno (2001). A utilizagao
do anticorpo monoclonal (3D1036) no ELISA resultou
em um ensaio adequado para a determinacao da LDL"~
no plasma de humanos e de coelhos. Este ELISA apre-
sentou uma alta sensibilidade (< 1 pg/mL), permitin-
do a deteccao da LDL" no plasma de individuos nor-
mo e hiperlipidémicos, boa precisdo (CV,,,,=6,44 =
1,15% e CV,,,..=8,59 *+ 3,42%) e baixa reatividade cru-
zada com a LDL nativa (< 1%). Além disto, este ensaio
apresenta outras vantagens, tais como:

(i) a possibilidade de automacdao, o que permitird a
realizacdo simultdanea de grande numero de analises;

(ii) representar o tnico ensaio, atualmente dispo-
nivel, para a avaliacao direta e quantitativa de LDL" e

(iii) poder ser utilizado para anélises de rotina nos
laboratoérios clinicos.

As andlises da concentracdo de LDL™ no plasma
humano demonstraram que a suplementacao de a-to-
coferol nao promoveu variacao significativa na gera-
cao desta particula. Este efeito negativo do a-tocofe-
rol pode estar associado aos seguintes fatores:

(i) as diferencas individuais na concentracao plas-
matica basal de a-tocoferol;

(ii) a dose de a-tocoferol (400 Ul/dia de acetato de
D-a-tocoferol) e

(iii) ao fato dos individuos estudados ja serem por-
tadores de aterosclerose comprovada angiograficamen-
te. No modelo experimental de aterosclerose, as con-
centracoes de LDL™ no plasma de coelhos relaciona-
ram-se diretamente com o desenvolvimento da hiper-
colesterolemia induzida pela dieta. As andlises dos
auto-anticorpos anti-LDL™ no plasma humano indica-
ram um aumento significativo destes parametro apos
a suplementacao com a-tocoferol. O a-tocoferol, além
de sua acao antioxidante, atua como um modulador
da resposta imune (Oliveira et al., 2000; Meydane et
al. 1996). Os resultados apresentados neste estudo
corroboram esta afirmacao, pois enquanto o a-tocofe-
rol ndo foi capaz de reduzir as modificagdes oxidati-
vas da LDL e, consequente, a geracao de LDL", esti-
mulou a resposta imune humoral especifica para a
LDL". Entretanto, se este estimulo contribuir para a
formacdo de imunocomplexos, gerados a partir da in-
teracdo covalente do antigeno livre (LDL") com os seus
auto-anticorpos (Festa et al., 1998; Nezlin et al., 2000),
este evento poderia ser um fator pré-aterogénico adi-
cional, devido a uma possivel captacao destes imuno-
complexos via receptor Fc das imunoglobulinas, pre-
sentes nos macrofagos. De acordo com os resultados
apresentados neste estudo, a avaliacao indireta da pre-
senca de LDL™ no plasma de coelhos, através da de-
terminacao de auto-anticorpos, mostra uma correla-
cdo com os métodos que quantificam diretamente a
LDL". Entretanto, esta correlacdo nao foi observada
no plasma humano. Este fato, torna limitada a sua
aplicacao clinica isolada. Portanto, a utilizacdo do ELI-
SA para determinacao direta da concentracao de LDL"™
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no plasma cria novas perspectivas para o monitora-
mento clinico-laboratorial das reacdes oxidativas da
LDL ocorridas in vivo.
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Garantia da qualidade
do hemograma automatizado’

Quality assurance in automated blood count
M. FE. R. Ferreira®; L. M. F. Vieira® & M. Bastos®

RESUMO - O Servico de Patologia Clinica do IPSEMG - Instituto de Previdéncia dos Servidores do Estado de
Minas Gerais é um laboratério que atende pacientes ambulatoriais e hospitalizados, em regime de 24 horas. Os
hemogramas sdo rotineiramente realizados por dois equipamentos automatizados com diferencial de 5 partes.
Objetivos: Implantar um programa de Garantia da Qualidade do Hemograma Automatizado com base nos requi-
sitos dos programas de acreditacao DICQ (SBAC), PALC (SPBC) e LAP (CAP).

Material e Métodos: Este trabalho descreve a implantacao do Programa de Garantia da Qualidade do Hemogra-
ma Automatizado segundo as normas dos programas de acreditacdo do DICQ (SBAC), PALC (SPBC) e LAP (Colle-
ge of American Pathologists). As listas de requisitos dos programas foram avaliadas e um planejamento para o
atendimento de seus requisitos foi feito e implementado para os equipamentos Cell Dyn 3000, 3700 e T-890. As
normas foram gradativamente implantadas segundo o planejamento e as estratégias de implantacao foram avali-
adas periodicamente e modificadas gradualmente.

Resultados: Foram determinados os Coeficientes de Variagdao (CV) das andlises quantitativas incluindo HemaAcias,
CHCM, Global de Leucécitos, Neutréfilos, Linfocitos e Plaquetas para os dois equipamentos Cell Dyn. Os respec-
tivos CV encontrados estao abaixo dos limites de aceitabilidade preconizados dor Dacie & Lewis, 1985. Foram
realizados estudos de linearidade quanto a Hemadcias, Leucdcitos e Plaquetas para os trés equipamentos, com
resultados aceitdveis. Foram feitos testes estatisticos para avaliar concordancia dos resultados das determinacoes
de Hemadcias, Leucdcitos e Plaquetas através de regressao linear, com resultados aceitdveis (r> 0.90).
Conclusao: No periodo de Janeiro de 2001 a Janeiro de 2002, o sistema foi continuamente avaliado e os resultados
permitem concluir que o sistema implantado € satisfatorio. A divulgacdo da implantacao deste programa de Ga-
rantia da Qualidade pode ser importante como modelo para outros laboratoérios que ainda estdo em fase de implan-
tacao de tais sistemas segundo as normas de acreditacao.

PALAVRAS-CHAVE - Hemograma, controle da qualidade, garantia da qualidade, acreditacéo.

SUMMARY — The IPSEMG (Instituto de Previdéncia dos Servidores do Estado de Minas Gerais) Hematological Sector
is responsible for 24 hours urgent and routine FBC (Full Blood Counts) or CBC (Complete Blood Counts) analysis.
This exam is perfomed in two automated 5 parts differential equipments. This paper describes the basic tenets of an
Assurance Quality Control Program that was based on DICQ (SBAC), PALC (SBPC) and LAP (CAP) guidelines. In
1998 the Hematological Sector started the development of accreditation requirements from the above mentioned
agencies. This was followed by the design and implementation of corresponding structure aimed at fullfilling those
requirements. From that, a global Quality Assurance Strategy was developed aiming mainly at detecting errors in
the preanalytical, analytical and postanalytical phases of FBC/CBC examination. Finally, acceptable rules for Qual-
ity Control (QC) were selected and a comprehensive QC strategy was adapted for local use. We present data from
January 2001 to january 2002 to illustrate those rules and strategies.

KEYWORDS - Complete blood count, quality control, quality assurance, accreditation.
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INTRODUGAO

Garantia da Qualidade na Hematologia tem o

objetivo de assegurar a confiabilidade dos testes
hematoldgicos, no caso, o Hemograma Automatizado,
em todas as fases (pré-analitica, analitica e pos-anali-
tica). Quanto a fase analitica, é necessario obter im-
precisdo e inexatiddo aceitaveis. A exatidao relacio-
na-se com a aproximacao do valor obtido em relacao
ao valor considerado real da amostra. A precisao rela-
ciona-se com a reprodutibilidade de um resultado, seja
ele exato ou nao.

Com a tecnologia atual, a validacao do Hemograma
Automatizado deve ser obtida por meio de programa de
Garantia da Qualidade permanente e rigoroso. Para que
este programa seja efetivo, é essencial determinar tare-
fas e responsabilidades, ter acesso a informacoées clini-
cas de pacientes e revisar continuamente os dados dis-
poniveis. Os procedimentos de Garantia da Qualidade
aqui descritos estao baseados nos requisitos dos pro-
gramas de acreditagdo DICQ (SBAC), PALC (SBPC) e
LAP (College of American Pathologists).

O Servico de Patologia Clinica (Hospital Governa-
dor Israel Pinheiro — IPSEMG) é um laboratério geral
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que tem um Setor de Hematologia que realizava, no
periodo de Janeiro de 2001 a Janeiro de 2002, em
média, 450 Hemogramas/dia. O equipamento Cell-Dyn
3000(Abbott) realizava principalmente os Hemogra-
mas provenientes de pacientes ambulatoriais e o equi-
pamento Cell-Dyn 3700(Abbott) realizava principal-
mente os Hemogramas provenientes de pacientes hos-
pitalizados e urgéncias. O equipamento T-890 (Beck-
man-Coulter) era mantido em funcionamento, mas s6
era utilizado para algumas amostras de recém-nasci-
dos (sangue heparinizado) e pacientes com leucocitos
acima de 150.000/mm3. Esse equipamento, no perio-
do estudado, nao foi utilizado como equipamento back-
up, pois os equipamentos Cell-Dyn foram suficientes
para a demanda. Os equipamentos Cell Dyn operam
em modulo aberto (aspiracdo manual da amostra) e
modulo fechado (aspiragdo automdtica das amostras).
Sabe-se que estas duas formas de aspiracao podem
apresentar desempenhos diferentes, havendo neces-
sidade de controla-las isoladamente e para cada equi-
pamento.

MATERIAIS

* Lista de verificacdo do DICQ (SBAC)

* Lista de verificacdo do PALC (SBPC)

e LAP Checklist (CAP)

* Software de CQ do Cell-Dyn 3000 e 3700.

* Programa estatistico EXCEL.

* Sangue controle do fabricante em trés niveis
(normal, alto e baixo) - Sigla CC

* Sangue controle de paciente, amostras colhidas
em triplicata aleatoriamente — Sigla CP

* Amostras enviadas por Programas de Proficiéncia.

* Analisadores hematolégicos Cell-Dyn 3000 e 3700
(Abbott)

3) Anadlise estatistica didria de dados de pacientes
obtidos durante a realizacdo da rotina (Médias
Mobveis - Bull).

4) Determinacao da comparabilidade dos resulta-
dos de pacientes entre os equipamentos para as-
segurar que nédo ha diferenca significativa entre
0s mesmos a cada seis meses.

5) Determinacdo da linearidade dos parametros
Hemoglobina, Leucécitos e Plaquetas a cada seis
meses nos trés equipamentos.

2.1 Uso do sangue Controle Comercial (CC)

Existem procedimentos estabelecidos para o uso do
Sangue Controle Comercial do fabricante no sistema
analitico principal (Cel Dyn 3000) que incluem:

1) Determinacao dos limites de tolerdncia (Média,
DP e CV) para cada novo lote de sangue contro-
le comercial préprios do equipamento para os
parametros Hemacias, CHCM, Plaquetas, Leu-
cocitos Global, Neutrofilos e Linfdcitos.

2) Anélise diaria do Sangue Controle Comercial em
trés niveis.

3) Uso do mddulo de QC do equipamento para ava-
liacao do Coeficiente de Variacao Cumulativo
dos parametros Hemacias, CHCM, Plaquetas,
Leucécitos Global, Neutroéfilos e Linfécitos, dia-
riamente. Os limites de aceitabilidades dos CV
sdo estabelecidos dentro dos limites estabeleci-
dos por Dacie (Tabela I).

4) As regras de Westgard (mod. Cembrowsky) sdo
avaliadas e julgadas diariamente a partir do
modulo QC do equipamento. Os trés niveis sao
avaliados conjuntamente e visualmente pelo res-

TABELA |
Limites de tolerancia para o CV* do Sangue Controle
(Comercial ou Pacientes)

* Contador hematoldgico T 890 (Beckman-Coulter) Hemacias (RBC) 4%
* Homogeneizador de amostras. CHCM 5%
, Global de leucécitos (WBC) 10%

METODOS
Plaquetas 15%
1. Garantia da qualidade da fase pré-analitica Neutrdfilos 10%
Nosso programa compreende a Garantia da Quali- Linfocitos 10%

dade da fase pré-analitica através da padronizacao da
coleta, identificacao, transporte, triagem e armazena-
mento das amostras. Ha também critérios estabeleci-
dos para a rejeicao de amostras.A fase pré-analitica
tem as suas ocorréncias registradas e analisadas criti-
camente uma vez ao més.

2. Controle interno da qualidade da fase analitica

Quanto a fase analitica, sdo realizadas as seguin-
tes atividades de Controle Interno da Qualidade:

1) Medidas de controles do fabricante no sistema
analitico principal Cell-Dyn 3000 (avaliacdo da
precisao)

2) Medidas repetidas de testes de Controles de Pa-
cientes - CP (testes de replicatas nos dois equi-
pamentos analiticos Cell Dyn nos médulo aber-
to e fechado).
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*Critérios clinicos para aceitabilidade do CV, segundo Dacie.

TABELA 11
Regras Muiltiplas de Westgard (Mod. Cembrowski)

Regra 1 Um valor fora de 3 DP (1 3s)

Dois valores consecutivos fora de 2DP
Regra 2 do mesmo lado (2 2s)

Dois valores consecutivos fora de 2 DP
Regra 3 (sentidos opostos) — (R 4s)
Regra 4 Dois ou trés valores consecutivos

fora do mesmo 2 DP (2 de 3 2s ou 3 de 3 2s)
Regra 5 Quatro valores consecutivos fora de 1DP (4 1s)

Dez valores consecutivos do mesmo lado
Regra6 | . 'média (10 Xm)
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ponséavel, uma vez que o médulo de QC do equi-
pamento julga cada nivel separadamente. Na
Tabela II, vém-se os critérios habilitados no mé-
dulo QC do equipamento.

2.2 Uso do sangue Controle de Paciente (CP)

Todos os dias sao colhidos trés tubos de sangue em
EDTA de um mesmo paciente aleatério e estas amos-
tras sao identificadas como “CP". Estas amostras sao
utilizadas para:

1) Controle da precisdao do modulo aberto:

¢ Controle entre os turnos Manha e Tarde (re-
plicata intradia modulo aberto) nos dois equi-
pamentos.

e Controle do interdia (replicata interdia modu-
lo aberto) nos dois equipamentos.

2) Controle da precisdo do moédulo fechado:

* Controle do médulo fechado a cada batelada
de 50 amostras (Replicata intradia médulo fe-
chado) nos dois equipamentos.

3) Determinacao da comparabilidade entre os sis-
temas analiticos Cell Dyn 3000 e 3700 e entre
Cell Dyn 3000 e T-890 a cada seis meses.

2.3 Uso das médias moveis dos indices hematimétricos
de pacientes

Os limites para as médias de VCM, HCM e CHCM
foram estabelecidos para a populacao atendida pelo
servico (segundo Bull) e estdo informados no médulo
QC do equipamento. As médias méveis sdo avaliadas
nos trés turnos de trabalho.

NOTA: Os resultados do Sangue Controle Comercial, das replicatas
do Controle de Paciente e das Médias Mdveis ndo sdo julgados
isoladamente. Caso se suspeite de algum problema analitico, apés a
sua investigagao e, se necessario, corre¢ao do problema, reanalisam-
se novas medidas dos controles, afim de verificar a corre¢ao da
anomalia.

2.4 Prevencao da ocorréncia de erros aleatérios

Todos os métodos de CQ apresentam vantagens e
limitagoes. A adequacao da metodologia a realidade
do setor deve se iniciar com a familiarizagdo com os
equipamentos disponiveis. Depois, devem ser estabe-
lecidos os métodos de CQ desejados e estes aprimora-
dos a intervalos, por exemplo, semi-anualmente. Er-
ros aleatdrios sao, entretanto, de caracterizacao dificil
e podem demorar bastante tempo para serem identifi-
cados, localizados e corrigidos. O Setor pesquisou e
listou as causas mais comuns de resultados falsos (po-
sitivos ou negativos) no Cell-Dyn e esta lista é usada
para auxiliar na prevencdo e investigacao de proble-
mas analiticos. (Tabela III).

2.5 Comparacéo entre os sistemas analiticos

Os programas de acreditacao recomendam que,
quando equipamentos diferentes forem utilizados para
a mesma finalidade, eles devam ter seu desempenho
comparado a cada seis meses pelo menos. Uma amos-
tra de Sangue Controle de Paciente é analisada 5 vezes
a cada dia em cada um dos equipamentos, gerando as-
sim trés conjuntos de dados de replicata. Calcula-se a
média de cada conjunto e os dados sdao plotados em
Grafico de Regressao Linear em planilha Excel para os
parametros hemdcias, leucdcitos, plaquetas. A aceita-
bilidade da comparacao ¢ julgada através da andlise
dos Coeficientes de Correlacao (r) superior a 0,9.
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TABELA Il
Causas comuns de resultados falsos no Cell-Dyn

Problema Causas mais frequientes

Presenca de eritroblastos
Presenca de plaquetas gigantes
Amostra com HbF ou neonatal

Global falsamente elevada

Amostra estocada por mais de 3 dias

Presenca de anticorpos antileucécitos
ou antiplaquetas

Aglutininas a frio

Global falsamente reduzida

Leucocitose extrema ]
Paraproteinemia ou crioglobulinas

Causas de Hb falsamente
elevada

Leucocitose extrema

Aglutininas a frio

Pan-aglutinacdo induzida por EDTA
Fragmentagdo hematica excessiva
Hemolise intravascular

Medidas alteradas
de Ht, Hm e Indices

Amostra parcialmente coagulada

Inicio de agregacéo plaquetéria
na coleta

Agregacéo induzida por EDTA

Satelitismo plaquetario

Plaquetas gigantes

Hematias microciticas

Fragmentagdo hematica excessiva

Crioglobulinas

Fragmentagao leucocitaria

Medidas alteradas
de plaquetas

2.6 Delta Checks

Os Delta Checks sao testes estatisticos realizados
nos resultados quantitativos subseqiientes do mesmo
paciente As verificacoes de Delta Check implicam em
que resultados inesperados de um teste de paciente
devem ser verificados para que possam ser explicados
em termos de correlacdo clinica ou quanto aos resul-
tados de outros testes.. As diferencas ndao devem ser
superiores a 10% para Hb e Hm e 20-25% para a glo-
bal de Leucécitos e Plaquetas, desde que o quadro cli-
nico do paciente em estudo tenha se mantido estavel.
Pacientes selecionados sdo acompanhados através da
andlise seqliencial dos resultados em pastas especiais
dentro de arquivos proprios nos equipamentos. Adici-
onalmente, semanalmente todos os casos hematologi-
cos selecionados para delta check sao discutidos em
reunidbes com a equipe da Hematologia Clinica do
Hospital para alterar alteracdes verificadas e anteci-
par mudancas nos quadros clinicos devidas a inter-
vencdes terapéuticas.

2.7 Controle Externo da Qualidade

O Controle Externo da Qualidade tem por objetivo
avaliar a comparabilidade de resultados entre labora-
torios (m@s nao necessariamente a exatidao “strictu
sensu"). E essencialmente uma avaliacao retrospecti-
va, em geral organizada por uma instituicao de pa-
drao nacional, que coordena o envio de amostras e a
andlise dos resultados de um numero de laboratérios
participantes. O Servico participa do PELM (SBPC).

O Laboratorio participa do PELM e recebe as amos-
tras para Controle Externo do Hemograma com a pe-
riodicidade determinada pelo Programa. As amostras
sdo analisadas pelo sistema analitico principal (Cell-
Dyn 3000) da mesma forma que as amostras de paci-
entes. Os resultados sao avaliados pelo Programa e as
respostas inadequadas porventura recebidas sao ana-
lisadas criticamente e sdo tomadas acdes corretivas
quando necessario.
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3. Fase pos-analitica

Valores criticos sdo os que requerem avaliacdo he-
matoldgica e comunicagdo imediata com o médico as-
sistente, caso o historico do doente néao seja conhecido
ou tenha se alterado bastante em relacao aos exames
anteriores. Foram estabelecidos utilizando como cri-
tério a importancia clinica e sao verificados diariamen-
te pelas pessoas capacitadas do servico. (Tabela IV).

4. Gerenciamento de dados e responsabilidades

O gerenciamento dos dados do Controle da Quali-
dade fica a cargo de pessoal de nivel superior, previa-
mente treinado na técnica do hemograma automatiza-
do e familiarizado com os procedimentos basicos de CQ.

Diariamente, os graficos dos controles do fabrican-
te, com 3 niveis, sdo analisados visualmente e impres-
sos quando necessario para registro de acdo corretiva
e semanalmente para arquivamento. Os dados do al-
goritmo de Bull sédo analisados e impressos duas vezes
ao dia (13:00 e 18:30H —trocas de turno). As planilhas
de variagoes intradia (entre bateladas de 50 exames
cada — moédulo fechado) sao atualizadas diariamente,
na planilha Excel do computador do Setor. As plani-
lhas dos testes de replicata (interdia) sdo analisadas
pelo software do equipamento e impressas sempre que
se troca de controle de paciente (CP), isto é, a cada 2
dias. Diariamente esses dados de CV das replicatas
analisadas nos dois médulos dos dois equipamentos
sdo informados em planilhas Excel. Mensalmente os
CV médios encontrados sdo plotados em grafico para
melhor visualizagdo e andlise critica. Quando séo ca-

TABELA IV
Niveis criticos do hemograma*

Hemoglobina (g%) < 6,0
Neutrofilos (/mm?®) < 500
Plaquetas (/mm?®) < 50.000

*Novo diagndstico de leucemia.

racterizadas anormalidades, anotacdes em formuldri-
os proprios delineando condutas e medidas corretivas,
sdo registradas e arquivadas.

RESULTADOS

1. Fase pré-analitica

As ocorréncias pré-analiticas sdo tabuladas men-
salmente em quantidades absolutas em forma de gréa-
fico de Pareto para a tomada de acoes corretivas rela-
tivas as ocorréncias mais freqlientes. (Grafico 1).

2. Fase analitica

2.1 Coeficiente de variagao interdia, médulo fechado
A planilha construida mensalmente em Excel para
armazenar o Coeficiente de Variacao interdia obtido
com replicatas de amostras de pacientes (CP) analisa-
das em moédulo fechado foi consolidada com os valo-
res obtidos durante todo o ano de 2001 nos dois equi-
pamentos (Cell-Dyn 3000 e 3700). (Grafico 2).

Ocorréncias pré-analiticas Hematologia - nov. 2000 a ago. 2001

70
B nov

60 @ dez
O jan
O fev
B marco

50 O abril
B maio

i O junho
40 M julho
i O agosto

30

20 I

10

. ! 111 1 O T i A | _n
Amostra Material nao Amostra Coleta Coleta Troca de Exame nao Volume Exame nao  Quebra tubo
com enviado ao coagulada externa interna etiqueta cadastrado insuficiente realizado
hemdlise setor inadequada  inadequada
GRAF. 1 - Exemplo de histograma de freqiiéncia de ocorréncias pré-analiticas.
124 RBAC, vol. 34(3), 2002



CV replicatas mod. fechado Setor Hematologia - jan. 2001 a jan. 2002
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GRAF. 2 - Coeficiente de Variagcao Médio Interdia, mensal, para CHCM, Plaquetas, Neutréfilos e Linfocitos para analises realizadas em médulo fechado.
Nota: Nos meses de Jan, Fev e Mar de 2000 sé utilizavamos o equipamento Cell Dyn 3000.

2.2 Coeficiente de Variacao Interdia, médulo aberto das em mddulo aberto foi consolidada com os valores
A planilha construida mensalmente em Excel para | Obtidos durante todo a ano de 2001111.05 dois equipa-

armazenar o Coeficiente de Variacdo Interdia obtido | mentos (Cell-Dyn 3000 e 3700). (Grafico 3).

com replicatas de amostras de pacientes (CP) analisa- Os parametros béasicos de imprecisdo (desvio-pa-

CV replicatas mod. aberto Setor Hematologia - jan. 2001 a jan. 2002
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GRAF. 3 - Coeficiente de Variagao Médio Interdia Mensal para WBC, RBC, CHCM, Plaquetas, Neutréfilos e Linfocitos para analises realizadas em médulo aberto.
Nota: Nos meses de Jan, Fev e Mar de 2000 sé utilizavamos o equipamento Cell Dyn 3000.
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drao e Coeficiente de Variagdo) dos materiais CC e CP
foram caracterizados logo apds o inicio da atividade
do equipamento de referéncia, de modo a estabelecer
limites para a imprecisao esperada do equipamento
ao longo do tempo. Desta maneira, mostramos na Ta-
bela V os dados iniciais obtidos para o Sangue Con-
trole Comercial (CC) e, na Tabela VI, os dados relati-
vos ao Sangue Controle de Paciente (CP), para o equi-
pamentos Cell Dyn 3000.

TABELA V
Coeficientes de Variacao Interdia
de Sangue Controle Comercial em trés niveis (CC)
no equipamento Cell Dyn 3000 (n= 127)

e [ e Torema [roteren] e Ty

Baxo | 18228 | <P <2 <34 <66

Normal | 14226 | Jeut<® <16 <20 <35

Alto 1pazs | U<t <14 <13 <29
TABELA VI

Coeficientes de Variacao Interdia de Sangue Controle de
paciente (CP) no equipamento Cell Dyn 3000 (n= 17)

Global |Neutréfilos [Linfocitos  [Outros  HI, Hte Hem  Indices
(%) (%) (%) leucdcitos (%) Hematicos
Média 1,7 1.2 59 1737 06at1 | 05a13
Devio-padréo 05 0,7 32 15a19 0,3 03205
Limites de
Variagdo 04a27| 04a27 | 23a15 287 02at17 | 02a22

MCV:

FIG. 1 - Grafico de Levey-Jennings (Westgard) mostrando o efeito da dete-
rioragcao do Sangue Controle do Fabricante.
Efeito da deterioragao do Sangue Controle Comercial - Alteragao das
médias de VCM e plaquetas cerca de 5 dias ANTES da data de venci-
mento do rétulo, com tendéncia a aumento em pelo menos 2 niveis
(violagb6es mais freqlientes das regras 1,2,4 e 5).
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2.3 Médias méveis

A tabela abaixo mostra os resultados calculados no
Servico de Patologia Clinica do IPSEMG dos limites
de variacao dos indices hematimétricos segundo a
metodologia descrita por Bull para a populacao aten-
dida. Foram encontrados valores semelhantes aos des-
critos por Bull. (Tabela VII).

TABELA VII
Limites de X-B (Bull)
para MCV, MCH e MICHC proprios

indice Limite -, Limite
hematico inferior Média superior
MCV 85,31 89,80 94,29
MCH 28,78 30,30 31,81
MCHC 31,92 33,60 35,28
X'BRD;::},LAY Dec 22 1992 14:40
PAGE UO/DOWN FOR MORE DATA|  PerateriD 784,
Mcv MCH MCHC
94.50 31.50 35.70
90.00 alxtssen oo 30.00 ﬁw&* 34.00 WW—«
85.50 28.50 32.30
SHow || | || | PRINT | RETURN
DATA

FIG. 2 - Exemplo de resultados de Médias Méveis de indices Hematimé-
tricos obtidos na rotina (Cell Dyn 3000).

MCV

92.49

89.80 * * *

87.11

FIG. 3 - Exemplo de resultados de VCM alterados pelo efeito “fim-de-se-
mana’*.
*Efeito “fim-de-semana”: mudanga de populagdo atendida nos plan-
tées de fim-de-semana, com queda de VCM e HCM médios nos do-
mingos e primeiras médias acumuladas de segunda-feira, com auto-
corregdo nos primeiros turnos das segundas-feiras.
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2.4 Linearidade

TABELA Vi 18
Estudo da linearidade do equipamento Cell Dyn 3000 16 1 [—Leuco
Parametros Diluigio “1/8° Diluigao “1/4’ Diluigio 1/2° (2R | — Hemécias
121 Hemoglo
Leucdcitos 2 3,7 74 Hematoc
10 + Plaquetas
Hemacias 0,62 1,25 2,36 8 +
6 4
Hemoglobina 14 2,6 49 a1 //
Hematdcrito 41 83 15,7 2 =
0 t
Plaquetas 2,1 3,46 6,22 ‘1/8° ‘1/4° “1/2°
TABELA IX
Estudo da linearidade do equipamento T-890 — Louco
Parametros Diluicéo"1/8" Diluigao"1/4° Diluigdo1/2° — Hemécias
Hemoglo
Leucdcitos 1,8 33 6,7 Hematoc
Plaguetas
Hemacias 0,56 1,1 2,15
Hemoglobina 1,1 2,1 42
Hematécrito 4 7.8 15,1
Plaquetas 1,45 2,79 5,55
Linearidade de WBC
8
7
6 '—\ ~—3000 [
i e ~8-3700 |
3 e, +-890| |
—
2 —
1 A4
O T T T
1\1 1\2 1\4 1\8
Linearidade Rbc
5
N
4,2 \\
3000 |—
3,2 ~——— - —
25 \ ~8—3700 |
5 3 +890 | |
15 e —
1 —
05 —_— o
0 T T T
1\1 1\2 1\4 1\8
Linearidade plaquetas
250
200 t\ ——3000]__|
150 —— -8 3700
\ t890[ |
100 —
S0 A —_— ¢
0 T T T
1\1 1\2 1\4 1\8

GRAF. 4 - Linearidade da Global de Leucécitos, Hemacias e Plaquetas nos trés equipamentos (Cell Dyn 3000, Cell Dyn 3700 e T-890).
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2.5. Comparabilidade entre os equipamentos

500

60 7
/ 6 450 5
% / fl 400 A2
5
40 350
4 ) 300 =
3 30 & f 8 250 o /
= = 3 [ 200 88;
. : i
2 150
ZS
10 ; 100 g
& 0
0 0 0
0 10 20 30 40 50 60 0 2 4 6 8 0 100 200 300 400 500
CellDyn 3000 CellDyn 3000 CellDyn 3000
T890 = 1,03 x CellDyn 3000 - 0,0340 T890 = 0,975 x CellDyn 3000 + 0,149 T890 = 0,907 x CellDyn 3000 + 16,2
X=25 X = 0,96 X =0,72
Slope 1.03 Slope 0.975 Slope 0.907
Intercept -0.0340 Intercept 0.149
Intercept 16.2
R (Corr. Coet.) 0.999 R (Corr. Coet.) 0.991 P
Mean of T890 10.3 Mean of T890 4.56 R (Corr. Coef.) 0.956
Mean of CellDyn 3000 10.1 Mean of CellDyn 3000 4.52
N 34 N 34 Mean of T890 204

GRAF. 5 - Comparagao entre contadores hema-
tolégicos Cell Dyn 3000 e T-890 quanto a Conta-
gem Global de Leucoécitos (regressao linear)
mostrando correlacao aceitavel.

DISCUSSAO

A meta final da sistematica de Garantia da Qualida-
de implantada em nosso Servigco é conhecermos nosso
Erro Total (compreendido como o impacto das nossas
imprecisédo e inexatidao) e obtermos Erros para as nos-
sas analises quantitativas dentro dos limites preconiza-
dos por entidades representativas como sendo o "“esta-
do da arte" atual. Como exemplo, ver o Erro Total Per-
mitido estabelecido pelo CLIA 88: Hemoglobina 7%,
Hemaécias 6%, Leucdécitos 15% e Plaquetas 25%.

Para alcancarmos nossa meta final, o primeiro pas-
so e o mais factivel é o estudo da imprecisdo através
das medidas dos Coeficientes de Variacao com o uso
de Sangue Controle e de amostras de pacientes. Uma
vez implantado o uso de Sangue Controle e de repli-
catas de amostras para o controle da imprecisao dos
equipamentos e obtidos os valores de CV préprios do
laboratorio (ver Tabelas 5 e 6), coloca-se a seguinte
questdo: a imprecisdo encontrada é aceitdvel? Para
responder a esta questao, baseamo-nos nos limites
estabelecidos por Dacie & Lewis para aceitabilidade
clinica. Para assegurar que os resultados sao clinica-
mente confidveis, os Coeficientes de Variacao deveri-
am estar dentro de certos limites percentuais do valor
da amostra. Os parametros da Tabela X, certamente
muito maiores do que os encontrados na maioria das
medidas rotineiras pelos equipamentos automatizados,
sao considerados adequados:

Devido as propriedades fisicas e da forma das he-
macias, os valores de VCM, HCM e CHCM séao con-
trolados dentro de limites fisiol6gicos estreitos. Os va-
lores encontrados por Bull em 3600 pacientes hospita-
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GRAF. 6 - Comparagao entre contadores hemato-
légicos Cell Dyn 3000 e T-890 quanto a conta-
gem de Hemacias (regressao linear).

GRAF. 7 - Comparagao entre contadores hemato-
légicos quanto a contagem de plaquetas (exem-
plo de regressao linear) mostrando correlagao
aceitavel.

TABELA X
Limites de aceitabilidade dos CV segundo Dacie & Lewis
Hemacias (RBC) e Hemoglobina (Hb) 34 %
Hematdcrito (PCV ou Ht), MCV (VCM), MCH (HCM) e MCHC (CHCM) 4a5%
Global de leucdcitos (WBC) 8a10%
Plaquetas 10a15%

(analise dos nossos CV médios, segundo Dacie)

lizados de trés continentes foram: VCM = 89,5 fl, HCM
= 30,5 pg, CHCM = 34,0 dL. O Coeficiente de Varia-
cdo esperado € de no méaximo 1,3%.Devido a esta res-
trita variacdo, uma média destes indices obtida dos
resultados de 20 ou mais pacientes subsequentes pode
servir como um ponto de referéncia estavel para o pro-
grama de Garantia da Qualidade do Hemograma Au-
tomatizado. Varios equipamentos automatizados ofe-
recem este pardmetro de controle com o nome X-B.
Nossos resultados indicam néao haver necessidade de
alteracao dos limites originalmente descritos. Nao ha
necessidade de que um laboratério determine seus
proprios valores, a ndo ser para uma populacao muito
especifica com relagdo a estes parametros. Na nossa
experiéncia, a andlise das Médias Moéveis ao longo
dos turnos representa a melhor avaliacao da estabili-
dade do equipamento. Como seus limites sdao muito
estreitos, as variacdes da precisao podem ser corrigi-
das antes de haver impacto clinico. Além do mais, é
um parametro de controle obtido a custo zero. A inica
limitacao se deve ao fato de que s6 deve ser utilizado
em equipamentos que realizam mais de 100 hemogra-
mas por dia.
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O Hemograma se ressente da falta de padroes in-
ternacionais estdveis que possam conferir exatidao
aos diferentes sistemas analiticos. Devido a isto, os
Setores de Hematologia precisam confiar na calibra-
gem realizada com os padroes do fabricante. Em nos-
so servico, héd ainda o fator complicador da presenca
de trés sistemas analiticos diferentes, os quais reali-
zam exames dos pacientes de forma potencialmente
aleatéria. Ou seja, o mesmo paciente pode ter o He-
mograma realizado nos equipamentos Cell Dyn 3000
e 3700 e, eventualmente, no T-890. Esse fato tornou
obrigatodria a garantia de que todos os trés equipa-
mentos apresentem bias aceitavel entre si todo o tem-
po. Para alcancarmos este objetivo, selecionamos o
equipamento Cell Dyn 3000 como sistema analiticio
principal. As calibragoes dos equipamentos Cell Dyn
3700 e T-890 sao realizadas em funcao de obtermos
os mesmos resultados do Cell Dyn 3000. A exatidao
do equipamento Cell Dyn 3000 é verificada periodi-
camente através dos resultados dos Testes de Profi-
ciéncia. Com esta estratégia, garantimos a confiabi-
lidade dos resultados do sistema analitico principal
e a comparabilidade dos sistemas secundarios.

Devido a dificuldade de conhecermos nosso bias,
estabelecemos como meta reduzir ao maximo os Co-
eficientes de Variacdo. O CV intradia deverd estar
até 1/4 do Erro Total Permitido e o CV interdia deve-
ra estar até 1/3 do Erro Total Permitido. Com isto,
“sobra mais espaco” para a inexatiddo inerente ao
processo analitico do Hemograma.

Finalmente, vale a pena apontar as dificuldades
para o uso rotineiro do Sangue Controle Comercial.
O atraso na entrega dos lotes novos e a deterioracao
dos lotes em uso ainda dentro do periodo de venci-
mento (vide Gréafico 4) causa dificuldade para o cum-
primento do requisito que indica que um lote novo
de controle deva ser validado antes do uso. A manei-
ra encontrada para superar esta dificuldade é o uso
do algoritmo de Bull e do Sangue Controle de Pacien-

te (CP). As amostras de pacientes sao baratas e dispo-
niveis em qualquer laboratdrio.

CONCLUSAO

Concluimos que a implantacdo de um Programa de
Garantia da Qualidade para a realizacao de Hemo-
grama Automatizado segundo as normas dos progra-
mas de acreditacao DICQ, PALC e LAP permite ao
Setor de Hematologia manter o desempenho da reali-
zagdo do Hemograma Automatizado dentro dos para-
metros de aceitabilidade clinica recomendados.
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A influéncia da fase preé-analitica
no controle de qualidade
do diagnéstico colpocitologico

Pre-analytical phase’s influence in the quality control
of cervicovaginal smear

Heliana de Aradjo Silva®; Luiz Mério da Silva Silveira*; Pollyana Barbosa Farias Corréa® & Maria da Gldria Teixeira de Sousa®

s

RESUMO - A citologia exfoliativa possui um importante papel na detecgao precoce de neoplasias, tem valor inico
para fins de rastreamento e é um dos instrumentos mais eficientes para a deteccdo de lesbes precursoras em
grandes populacées. Visando colaborar com a otimizacdo da qualidade diagnoéstica da citologia, observou-se o
papel representado pelas etapas pré-analiticas na melhoria das fases analiticas e p6s-analiticas, com o intuito de
se minimizar a incidéncia de casos falsos-negativos. Realizou-se levantamento de 3.162 fichas de pacientes sub-
metidas ao exame de Papanicolaou em 1998, examinadas no Laboratério Central de Satide Publica do Maranhéao
(LACEN-MA). Agruparam-se os dados para serem avaliados de acordo com varidveis relacionadas as informacoes
prestadas pela paciente. Os resultados permitiram detectar as falhas cometidas e a importancia do aperfeicoamen-
to das fases que antecedem a leitura do escrutinador na obtencado do laudo diagndstico, sobretudo o néo preenchi-
mento adequado dos dados clinicos. A etapa pré-analitica ndo vem recebendo a atencao necessaria quando com-
parado com as etapas posteriores.

PALAVRAS-CHAVE - Esfregaco cervicovaginal, controle de qualidade, citopatologia.

~

SUMMARY - The exfoliativa cervicovaginal cytopathology possess an important role in detection of pre-malignant
lesions, with efficient diagnostic performance. With the purpose to improve the quality of cervicovaginal smears, this
paper assess pre-analytical phase with intention of minimizing the incidence of false negative cases. A survey of
3,162 files of patients submitted to Pap smear screened in LACEN-MA, in 1998, was examined. The data had been
grouped and evaluated in accordance with several variables. The results allowed detecting the importance of pre-
analytical phase and that it is not receiving the necessary attention when compared with analytical and post analyt-

ical phases.

KEYWORDS - Cervicovaginal smear, quality control, cytopathology.
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INTRODUGAO

citologia exfoliativa possui um importante papel
A na deteccgédo precoce de neoplasias, tem valor tni-
co para fins de rastreamento e é um dos instrumentos
mais eficientes para a deteccao de lesdes precursoras
em grandes populacdes por seu custo e desempenho
diagnostico™.

A literatura tem documentado com clareza a dife-
renca marcante entre a queda da incidéncia e mortali-
dade por carcinomas de colo uterino nas regioes onde
existem adequados programas de deteccdo, em rela-
cdo a regides onde nao é desenvolvido um programa
de modo continuo, que possa alcancar, pelo menos,
60% da populacdo feminina sexualmente ativa®".

A reducéao dos indices depende de um conjunto de
agoes que envolvem médicos, populacao, freqiiéncia
e qualidade da coleta, escrutinio e andlise diagnosti-
ca, adequada comunicacao entre os especialistas e efi-
cacia do sistema de acompanhamento das pacientes
para a garantia da qualidade na citologia ginecol6gi-
ca. A obtencao da qualidade depende de um trabalho

multidisciplinar através de uma analise programada,
continua, incluindo todas as estruturas em que se rea-
liza o exame de Papanicolaou, desde os laboratoérios
publicos e privados, até consultorios médicos, de modo
a se permitir um planejamento para agdes continuas
de deteccao precoce das alteracoes epiteliais do colo
uterino, reduzindo a morbidade e a mortalidade por
neoplasia.

No que diz respeito mais diretamente a questao da
citopatologia, os pontos basicos a se cuidar para a ga-
rantia de qualidade do exame sao a coleta e a inter-
pretacao diagnostica.

A partir da década de oitenta, o método citolégico
veio sofrendo uma série de criticas relacionadas com
a alta quantidade de casos falsos-negativos, o que fez,
em um dado momento, questionar-se a validade da
manutencao dos servicos publicos de prevencao e de-
teccdo de cancer de colo uterino em Programas de va-
rios paises, inclusive, os Estados Unidos”'®. A propor-
cao desse expurgo cientifico internacional levou al-
guns a considerar os mecanismos relacionados a ga-
rantia de qualidade de diagnoésticos citolégicos como

Recebido em 8/7/2002
Aprovado em 12/7/2002
Prémio CFF - XXIX CBAC, 2002, Fortaleza, CE
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2Farmacéutica-Bioquimica; *Académica do Curso de Farmacia da Universidade Federal do Maranhao.
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objeto mais importante dessa ciéncia, até mesmo na
frente das mais sofisticadas técnicas de biologia mole-
cular, devido ao grau de interesse suscitado pelo tema’.

Visando colaborar com a otimizacao da qualidade
diagnostica da citologia, realizou-se um levantamen-
to das fichas das pacientes submetidas ao exame de
Papanicolaou durante a Campanha Nacional de Pre-
vencdo de Cancer de Colo Uterino, promovida pelo
Ministério da Satide em 1998 no Estado do Maranhao
realizadas pelo Laboratério Central de Satide Publica
do Maranhdao (LACEN-MA), com o intuito de se ob-
servar o papel representado pelas etapas pré-analiti-
cas da colpocitologia na melhoria das fases analiticas
e pos-analiticas, ou seja, no reconhecimento de lesdes
pré-neopléasicas e neoplésicas do colo uterino. Avaliou-
se ainda a influéncia da presenca ou auséncia de cé-
lulas da juncéo escamocolunar e também dos demais
defeitos de adequacao das amostras examinadas no
laudo definitivo.

Realizou-se andlise epidemioldgica das pacientes
a fim de contribuir com o aprimoramento dos parame-
tros para as estratégias de combate ao cancer cervical.

MATERIAL E METODOS

Populacao

A populacao estudada constituiu-se de pacientes
que participaram da Campanha Nacional de Preven-
cdo do Cancer de Colo Uterino, no Estado do Mara-
nhéo, promovida pelo Ministério da Satide (MS), em
1998, atendidas no LACEN-MA.

Amostragem

A amostragem foi composta das fichas de entrevis-
ta e laudos colpocitoldgicos das referidas pacientes,
cujos materiais cérvico-vaginais foram enviados para
o Setor de Citologia Oncética do LACEN-MA. Estes
materiais foram colhidos com espéatula de Ayre e esco-
va, fixados com KOLPOFIX® e depositados em caixas
individuais para serem transportados.

No LACEN-MA, anteriormente a leitura, os esfre-
gacos foram corados pelo método de Papanicolaou mo-
dificado, montados em Entellan® e identificados com
numeros citoldgicos usando etiquetas auto-adesivas.

Instrumento de pesquisa

O instrumento de pesquisa foi constituido pelas fi-
chas de exame citolégico. As fichas analisadas foram
as fornecidas e padronizadas pelo MS. Todas possui-
am numero de série exclusivo para cada paciente sub-
metida ao exame preventivo. Nestas fichas constavam
campos para serem registrados dados de identificacao

Agruparam-se os dados para serem avaliados de
acordo com as seguintes variaveis:

a) De acordo com a faixa etdria, onde foram distri-
buidas da seguinte forma:

* Mulheres com idade menor que 35 anos;
e Mulheres com idade entre 35 a 49 anos;
* Mulheres com idade acima de 49 anos.

b) De acordo com o grau de escolaridade

c) Deacordo com a realizacdo do exame citologico
anterior;

d) De acordo com o tempo transcorrido do ultimo
exame;

e) Quanto a inspecédo do colo;

f) Quanto as informacdes clinicas;

g) Quanto a adequacdo da amostra sequndo o TBS.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De 3.162 fichas analisadas, observou-se que 1.422
(44,97%) das pacientes estavam na faixa etaria abaixo
de 35 anos de idade, seguido de 1.522 (48,13%) que se
encontravam entre 35 a 49 anos de idade e 218 (6,89%)
que estavam acima de 49 anos de idade (Tabela I).

Dos dados acima se verificou que a populacao es-
tudada mais atingida constituiu-se de pacientes abai-
x0 de 49 anos de idade, fase em que a mulher geral-
mente estd em plena vida reprodutiva, sexualmente
ativa e que surgem as lesdes precursoras ou pré-inva-
sivas do cancer cérvico-uterino, necessitando, portan-
to, de um maior investimento em temos de prevencao,
visando a diminui¢cdo do ntimero de casos com reco-
nhecimento tardio, quando jéd hd invasdo e o prognds-
tico ndo é favoravel™.

Na Tabela II, levantou-se o nivel de escolaridade
das pacientes estudadas.

De acordo com os dados fornecidos pelo Instituto
Nacional de Cancer (INCA), o cancer de colo em rela-

TABELA |
Amostra estudada segundo a faixa etaria.
Campanha Nacional de Prevencao do Cancer
de Colo Uterino, LACEN-MA, 1998

Idade g %
< 35 anos 1422 44,97
35 a 49 anos 1522 48,13
> 49 anos 218 6,89
Total 3162 100,00
TABELA Il

Amostra estudada segundo a escolaridade.
Campanha Nacional de Prevencao do Cancer
de Colo Uterino, LACEN-MA, 1998

pessoal, clinicos e epidemiologicos. No verso, o diag- Escolaridade no %
nostico citolégico padronizado era baseado nas classi-
ficac6es modificadas de Richart e Bethesda. Analfabeta 890 28,15
12 grau incompleto 1405 44 43
Coleta e organizacao dos dados 12 grau completo 321 10,15
Os resultados obtidos foram tabulados e avaliados 2° grau 338 10,69
estatisticamente, empregando-se o Programa EPI-info. Superior 10 0,32
Fez-se ané:ﬂise univariada, utilizando-se para as vari- Sem informagéo 198 6,26
aveis continuas o teste t de Student e para as variaveis ot 3162 100.00
categoricas o teste Qui-quadrado (p<0,05). ota ’
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¢do a escolaridade é de 93,7% das pacientes analfabe-
tas e apenas 0,5% das pacientes universitarias* o que
demonstra uma maior prevencao por parte das mu-
lheres com grau de instrucdo mais avanc¢ado. Tal esti-
mativa € perfeitamente compreensivel, visto que quan-
to mais eficiente for o nivel de conhecimento da mu-
Iher, maior sera a sua educacao preventiva no que diz
respeito ao cancer cervical.

Por outro lado, os dados da Tabela II demonstraram
que a grande maioria participante da Campanha pos-
suia baixo grau de instrucdo em relacao as de nivel su-
perior (0,32%), levando a suposicao de que estas ulti-
mas, por possuirem maior esclarecimento e melhor ni-
vel econdmico, ja realizam o exame sem necessidade
de mobilizacao governamental, enquanto as demais
necessitam de um chamamento publico oferecendo uma
maior acessibilidade. E importante atentar que em
muitas localidades visitadas, o exame nunca tinha sido
oferecido em servigo publico gratuito, o que constituiu
oportunidade para a realizacao do referido exame.

Com relacao a exame citolégico anterior, 1.686 pa-
cientes (53,32%) nunca haviam sido submetidas a uma
citologia oncética, 989 (31,28%) ja haviam realizado o
exame e 487 (15,40%) ignoravam se jd o haviam reali-
zado.

O exame de Papanicolaou é o método sob medida
para a deteccao de lesdes precursoras de neoplasias
cervicais, assumindo importante papel na prevencao
do cancer de colo uterino e como método de rastrea-
mento por ser simples, vidvel e de precisdao diagnosti-
ca. Contudo, no Brasil, ainda existem mulheres que
nunca se submeteram a citologia exfoliativa, como se
comprovou nesta pesquisa, onde 53,32% da popula-
cdo estudada nunca havia realizado o exame de Papa-
nicolaou.

Em trabalho realizado com pacientes do LACEN-
MA, num periodo de janeiro a dezembro do ano de
1998, foi confirmado este fato, onde foi verificado que
50,8% nunca haviam sido submetidas a uma citologia
oncética’.

Foi avaliado se as pacientes ja haviam realizado a
colpocitologia anteriormente, encontrando-se que 989
(31,28%) delas ja haviam feito o exame alguma vez;
1686 (53,32%) nunca haviam realizado e 487 (15,40%)
ignoravam se ja haviam realizado ou néo.

Ha a recomendacdo que o exame de Papanicolaou
deve ser feito a cada ano se os resultados anteriores
forem normais, a cada seis meses se houver alteracoes
inflamatérias e a cada trés meses, juntamente com
exames complementares se houver alteracoes de ati-
pia celular; entretanto, a periodicidade adotada atual-
mente pelo INCA é de um exame colpocitologico a cada
trés anos, considerando-se a evolucéo lenta do cancer
cervical, em caso de dois resultados consecutivos ne-
gativos.

Esta periodicidade adotada atualmente pelos 6rgaos
governamentais precisa ser criteriosamente avaliada
pelo profissional que esta fazendo o acompanhamen-
to da paciente, considerando ser o Brasil um pais sub-
desenvolvido onde existem fatores de risco como bai-
xa condicdo socio-econdmica, baixo grau de instrucao,
multiplicidade de parceiros, primiparidade precoce,
relacao sexual precoce, maus hébitos de higiene, po-
breza e ignorancia que ainda estdo presentes em mui-
tas de nossas mulheres.

De acordo com os dados levantados, verificou-se
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que boa parte das mulheres ndo lembrava da ultima
vez que se submeteram ao exame, o que denota a falta
de controle por parte das mesmas na periodicidade da
realizacao do exame Esse fato pode ser minimizado se
houver um controle de cada paciente por parte da
Unidade ou Posto de Satide que realiza o exame, atra-
vés de esquemas ou carteiras de prevencao ginecolo-
gica, onde uma via ficaria com a paciente e a outra
com o Posto de Saude, semelhante aos esquemas de
vacinacao.

Quanto as informacées clinicas, dos 3.162 formu-
larios de requisicao do exame citopatolégico analisa-
dos, 2.896 estavam sem informacdo clinica, o que cor-
responde a 91,5% do total. Os que constavam de infor-
macgoes clinicas, 266 (8,5%) foram registrados na Fi-
gura 1.

Para que uma amostra cérvico-vaginal seja consi-
derada adequada, um dos critérios que deve ser se-
guido segundo o sistema Bethesda é o de informacodes
clinicas relevantes, pois melhora a credibilidade da
avaliacao além de esclarecer a correlacao dados clini-
cos x achados citoldgicos®.

Verificou-se que 91,5% do total de fichas analisa-
das ndo continham informacoes clinicas. Isto pode ter
ocorrido por:

a) falta de treinamento do entrevistador que pode
néo ter sido orientado da importancia desses
dados;

b) sobrecarga de atendimento, sem o respectivo
numero de pessoas para fazé-lo;

¢) o formuldrio padronizado pelo MS néao obriga-
va o entrevistador a efetuar estas informacoes
para serem usadas no software SISCOLO como
fazia com dados como nome da mulher, da mae
e data de nascimento.

Na Figura 1, analisou-se que das 266 fichas com
informacdes clinicas, em 56,20% destas registrou-se a
informacao "“outros"”, dado vago que nao apresenta re-
levancia, podendo esconder grande quantidade de in-
formacgoes; 22,10% eram gestantes, 19,10% faziam uso
de hormonioterapicos e 2,60% faziam uso de DIU.

O exame de Papanicolaou tem valor importante na
rotina do pré-natal na prevencao do cancer de colo
uterino. Em 7.643 gestantes que realizaram pré-natal
na Escola Paulista de Medicina, a citopatologia detec-
tou 4,08% de diagnosticos compativeis com displasia’.
O exame citologico para o rastreio do carcinoma de
colo uterino, como parte indispensavel de conduta pré-

2,60%
19,10%

56,20%

22,10%

[JOutros
[ Gestante

[CJHormonioterapia
DIV

FIG. 1 - Amostra estudada segundo informagdes clinicas. Campanha
Nacional de Prevencao do Cancer de Colo Uterino, LACEN-MA, 1998.
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natal, tem se tornado préatica rotineira, onde essa opor-
tunidade da procura do servico ginecol6gico por oca-
sido da gravidez, ndo pode passar despercebido para
efetuar prevencao''.

O uso de hormonioterdpicos e DIU sao informacoes
importantes ao citopatologista pois pode esclarecer a pre-
senca de células reativas que dificultam a diferenciacéo
com as células neoplésicas, no caso do DIU, e o tipo de
padréo do esfregago no caso dos hormonioterapicos®.

Para auxiliar no diagnéstico, sem duvida alguma o
registro de inspecao de colo deve ser feito corretamen-
te. Nesta pesquisa verificou-se que das 3.162 fichas
analisadas, apenas 1.899 continham informacodes so-
bre a inspecdo do colo (Tabela III).

Numa colheita cérvico-vaginal, apds a introducao
de espéculo, deve-se observar o aspecto do colo: for-
ma, dimensoes, eventuais laceracoes do mesmo, ca-
racteristicas dos fornices vaginais, do muco cervical e
do contetudo vaginal ou quaisquer alteracdes observa-
das a fim de colaborar com o diagndstico®.

Das 1.899 fichas com estas informacoes, 1.595 re-
gistraram que o colo estava sem aspecto tumoral, 230
registraram que o colo estava com aspecto tumoral, 26
com colo ausente e em 48 nao foi feita a colposcopia.

Das 230 pacientes com colo com aspecto tumoral,
224 obtiveram laudo citolégico negativo para atipias
celulares e apenas 6 obtiveram laudo citolégico posi-
tivo para atipias celulares, ndao havendo portanto cor-
relacdo com essas informacoes e o resultado pratico.
Deve-se considerar que processos com ectopia podem
ser confundidos com aspecto tumoral, pois o tecido
glandular possui uma coloracao mais avermelhada.
Outro achado que deve ser diferenciado é a presenca
de polipos. O profissional responsavel pela observa-
cao do colo uterino necessita ser capacitado para que
os referidos fenémenos nao sejam confundidos com
erosdo, mosaico, vasos atipicos e outros aspectos de
malignidade tumoral, como provavelmente ocorreu
neste caso.

Entende-se por ectopia a presenca de um revesti-
mento cilindrico muciparo sobre a ectocérvice, e mais
precisamente a presenca anomala do epitélio de su-
perficie formando pequenas papilas arquitetonicamen-
te muito semelhantes as vilosidades intestinais®.

O pdlipo cervical é uma protrusao hiperplésica fo-
cal da mucosa cilindrica endocervical, incluindo epi-
télio e estroma, séssil ou pediculada, que se exteriori-
za pelo orificio cervical externo. Ocorre mais comu-
mente em mulheres acima de 40 anos e sua transfor-
macao em sarcoma € rarissima. Os aspectos suspeitos
de carcinoma sao o mosaico de campos grandes, o0 pon-
tilhado grosseiro, areas esbranquicadas nao cornifica-
das e epitélio branco®.

A adequacao da amostra constitui ponto essencial para
um diagnéstico seguro e necessita ser mencionada como
parte integrante de um laudo citolégico, pois possibilita
execucao posterior de acoes corretivas eficazes.

De 3.162 amostras envolvidas, 57,62% foram consi-
deradas satisfatdrias no laudo citolégico, 39,59% fo-
ram consideradas satisfatérias porém limitadas e 2,78%
foram identificadas como insatisfatérias para avalia-
cdo, ou seja, improprias para uma interpretacdo segu-
ra e sem credibilidade na deteccdo de anormalidades
epiteliais cervicais.

Estes dados demonstram que pouco menos de 3%
das amostras foram recusadas para diagnéstico, nao
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satisfazendo os critérios basicos para a adequacao, o
que revela que a grande maioria em relacao as etapas
pré-analiticas foi executada seguindo padroes de qua-
lidade. Contudo, o percentual de amostras satisfatori-
as mas limitadas é relevante. Na Figura 2 pode-se iden-
tificar os principais motivos que comprometeram as
1.252 amostras consideradas satisfatérias limitadas.

Uma amostra adequada necessita de eficiéncia nas
etapas pré-analiticas tais como a colheita, fixacao, co-
loracdo, montagem e identificagdo da lamina.

De acordo com a Figura 2, os fatores que destaca-
damente comprometeram a qualidade dos esfregacos
foram: auséncia de células da juncdo escamo-colunar,
esfregacos hemorragicos, dessecados e purulentos.

Na Tabela IV observa-se o resultado do laudo cito-
légico dos esfregacos satisfatérios limitados.

TABELA Il
Amostra estudada segundo a inspecao do colo
e o resultado da citologia. Campanha Nacional de
Prevencao do Cancer de Colo Uterino, LACEN-MA, 1998

Resultado atual | Resultado atual
Inspecéo negativo positivo Total
do colo
Ne° % N° %
Sem tumor 1559 82,0 36 1,89 1595
Com tumor 224 11,7 06 0,31 230
Ausente 26 1,36 — — 26
Nao visto 48 2,52 — — 48
Total 1857 97,7 42 2,21 1899
1,76% 1:68%
19,97%
33,23%
0,08% ‘\ 27,08%
16,21%
Il Espesso (21) Purulento (203) [l Auséncia de células
[ Dessecado (205) [ Danificado (01) endocervicais e/ou
E Hemorragico (339) [ Outros (22) metaplasicas (416)

FIG. 2 - Amostra estudada segundo os critérios de comprometimento das
citologias satisfatorias limitadas. Campanha Nacional de Prevengao do
Cancer de Colo Uterino, LACEN-MA, 1998.

TABELA IV
Amostra estudada segundo os critérios de
comprometimento das citologias satisfatérias limitadas
e o resultado do laudo citolégico. Campanha Nacional de
Prevencao do Cancer de Colo Uterino, LACEN-MA, 1998

Laudo citol6gico
Critérios Sem atipias Com atipias
e % f® %
Espesso 20 1,59 01 0,07
Dessecado 245 19,56 05 0,39
Hemorragico 325 25,95 14 1,11
Purulento 201 16,05 02 0,15
Danificado 01 0,07 - -
Auséncia de
células da JEC | 416 33,22 - -
Outros 22 1,75 - -
Total 1.208 98,19 22 1,72
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Das laminas satisfatérias limitadas positivas para
atipias celulares, destacam-se os esfregacos hemorra-
gicos e dessecados. O mais notavel € que praticamen-
te todas as laminas atipicas consideradas satisfatorias
limitadas apresentaram células endocervicais e/ou
metapldsicas, o0 que ndo ocorreu com as sem altera-
coes atipicas, 33,22%, que ndo apresentaram represen-
tacao da JEC.

Estudos cruzados tém repetitivamente demonstra-
do que esfregacos com células endocervicais tem uma
freqliéncia significativamente mais alta e um alto grau
de anormalidades escamosas detectadas do que esfre-
gacos com falta de tais células®.

Tem sido demonstrado que é na juncao escamoco-
lunar que se originam a maioria das lesoes precurso-
ras do cancer de colo e que a presenca de um compo-
nente endocervical garante uma amostra adequada
dessa regiao, aumentando a probabilidade da detec-
cao de anormalidades cervicais.

O Instituto Adolfo Lutz em estudo sobre a celulari-
dade de 309.452 esfregacos cérvico-vaginais analisa-
dos no Setor de Citologia Oncética, em cinco anos con-
secutivos, 1992 a 1996, relatando a deteccao de NICs
nos esfregacos com representacao da JEC foi em mé-
dia 10 vezes maior que nos esfregacos sem represen-
tacdo da mesma'®.

Estes dados associados aos desta pesquisa eviden-
ciam a importancia da amostragem citoldgica na ga-
rantia de qualidade em citopatologia, mais precisamen-
te, da presenca da JEC na deteccao das neoplasias
cervicais.

Além do mais, a auséncia da JEC pode esconder
alteracoes celulares, podendo levar a um resultado fal-
so-negativo. Tem havido a preocupacao por parte de
muitos citopatologistas de que esfregacos que nao con-
tenham células da juncdo escamocolunar podem néao
ter revelado areas displasicas da cérvix®.

A auséncia de células endocervicais e/ou metapla-
sicas apresentada foi significativo, considerando-se
que a colheita foi realizada com espéatula de Ayre e
escova, instrumentos que tém sido eficientes na ob-
tencao de células da JEC?, o que demonstra possivel-
mente falha na realizacao da colheita.

A utilizacdo de “cytobrush"” ou escovinha de ndilon
melhora a precisao diagnéstica oncoldgica da colheita
endocervical, pois penetra com maior facilidade no
canal cervical quando feita sua rotagdo na endocérvi-
ce, relatando que apenas 14% dos esfregacos endocer-
vicais com "cytobrush" ndo contém células cervicais
contra 19% dos esfregagos endocervicais realizados
com “swab'"?,

Esse valor de amostras sem representacao da JEC
pode ser justificado pela nao visualizacao da mesma,
principalmente em colo atréfico, onde a juncéo esca-
mocolunar localiza-se dentro do canal cervical nas
mulheres pés-menopausas e histerectomizadas parci-
almente sem reposi¢ao hormonal; ou mesmo por trei-
namento deficiente do coletador.

CONCLUSAO

O cancer de colo de ttero apresenta evolucgao lenta
e imperceptivel e s6 comecga a manifestar-se clinica-
mente em estdgio ja avancgado. A citologia exfoliativa
¢ arma eficaz na detecgao precoce do cancer cervical,
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porém a falta de informacédo ou até mesmo de acesso a
mesma tem sido uma barreira na luta contra o cancer.

Algumas falhas foram detectadas, como o nao pre-
enchimento das informacoes clinicas contidas no for-
mulario na grande maioria dos mesmos, além de ano-
tacoes erroneas da inspecao do colo, revelando a falta
de treinamento dos profissionais responséveis pela
entrevista e coleta.

No entanto, ha de se destacar como ponto positivo
que a maioria dos esfregacos cérvico-vaginais estava
satisfatoria em relacdo ao pequeno numero de insatis-
fatérios. Mesmo assim, o percentual de satisfatorios
mas limitados ainda foi relevante, merecendo atencao
quanto aos motivos do comprometimento dos mesmos,
onde se destaca principalmente a auséncia de células
da JEC, seguido de esfregaco hemorragico, desseca-
do e purulento, evidenciando com isso a necessidade
de se enfatizar o procedimento pré-escrutinio como
peca chave para um bom diagndstico citologico.
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O fragmento 1+2 da protrombina (F 1+2)

e a proteina C ativada em pacientes
de risco e com doencas coronarianas

Prothrombin fragment 1+2 and activated protein C
in patients with risk factors and coronarian diseases

Christiane Vieira Reis®; Lauro Mello Vieira®; Luci Maria Sant’Anna Dusse?; Eduardo Ferraz Coelho?; Geralda de Fatima Guerra Lages®;

Milton Luiz de Freitas?; Mércio Ribeiro Diniz’; Cyntia do Carmo Costa® & Maria das Gragas Carvalho?

RESUMO - Uma anélise da proteina C ativada e do fragmento 142 da protrombina (F1+2) foi realizada com o
objetivo de verificar o grau de ativacdo da cascata da coagulacdo em situacdes onde os sistemas da coagulacao e da
anticoagulacao estao teoricamente comprometidos. Foram estudados 20 pacientes com doencas coronarianas, no-
tadamente, angina de peito (n=8) e infarto agudo do miocérdio (n=12), além de pacientes potencialmente em
risco de desenvolver doenca cardiovascular (n=17). O grupo infarto foi pareado com individuos sadios dos pontos
de vista clinico e laboratorial (grupo-controle, n=12). Somente os resultados de proteina C do grupo controle em
relacdo ao grupo de risco mostraram-se significativos. Para os demais resultados de proteina C e F1+2 néo foi
observada diferenca significativa entre os grupos. No entanto, uma correlagdo inversa e significativa (r= -0.743;
p<0.05) foi observada quando se compararam os resultados dos dois parametros avaliados para o grupo infarto
(proteina C ativada e F1+2). Os resultados descritos acima sugerem um comprometimento da eficiéncia do meca-
nismo da anticoagulacao natural o que, provavelmente, resultaria em maior geracao de trombina, comprovada
pela correlacdo inversa e significativa entre os niveis plasmaticos de F1+2 e proteina C ativada.

PALAVRAS-CHAVE - Hemostasia; fragmento 1+2 da protrombina; proteina C ativada.

SUMMARY - Activated protein C and prothrombin fragment 1+2 (F1+2) analyses were carried out aiming to investi-
gate the activation status of the coagulation cascade for conditions in which the coagulation and anticoagulation
systems are theoretically abnormal. Twenty patients with coronarian diseases, namely angina pectoris (n=8) and
acute myocardial infarction (n=12) were studied in addition to patients potencially in risk of developing coronarium
disease (n=17). The infarction group was matched to healthy subjects under the clinical and laboratory points of
view (control n=12). Protein C and F1+2 results did not show difference among the groups, except protein C results
for the control group compared to risk group (p<0.05). However, an inverse and significant correlation (r= - 0.743;
p<0.05) was observed between protein C and F1+2 results in patients with coronarian diseases. This suggests an
impairment of the natural anticoagulation system in patients with coronarian diseases resulting probably in an
increased thrombin generation confirmed by significant correlation to F1+2 plasma levels.

KEYWORDS - Hemostasia; prothrombin fragment 1+2; activated protein C.
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INTRODUCAO

hemostasia é resultante do equilibrio entre pro-
teinas procoagulantes e anticoagulantes, na qual
estdo envolvidos os vasos, as plaquetas, as proteinas
da coagulacéo e da fibrindlise e os anticoagulantes na-
turais. Todos esses componentes estao interrelaciona-
dos entre si, constituindo os sistemas da coagulacao,
da anticoagulacdo e da fibrinolise’.
Muitos fatores, genéticos ou adquiridos, podem con-
tribuir para romper esse equilibrio levando a estados de
hipo ou hipercoagulabilidade. Como manifestacao de um

estado de hipercoagulabilidade, a trombose constitui um
problema clinico de consideravel gravidade e morte oca-
sional*®. Esta doenca apresenta alta incidéncia e tende
a ocorrer em conjunto com algumas situagoes de risco
como cirurgias, fraturas, estados inflamatérios, imobili-
zacdo, gravidez e uso de contraceptivos orais*. Além dis-
so, muitas vezes a trombose estd relacionada com fatores
de risco genéticos. As alteracoes genéticas conhecidas,
associadas com trombofilia hereditaria incluem deficién-
cias de proteina C, proteina S, antitrombina III e disfi-
brinogenemia. Essas deficiéncias em conjunto explicam
cerca de 5 a 10% dos casos de tromboses”’.
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O fragmento 1+2 da protrombina é um polipepti-
deo de 43 Kd° liberado da porgao aminoterminal da
protrombina durante a conversao dessa em trombina’?
mediada pelo complexo protrombinase formado duran-
te a coagulacdo sanguinea®. Portanto, concentracoes
plasmaticas de F1+2 refletem a geracdo da trombina
in vivo®”'°,

Niveis elevados de F1+2 sdo observados em con-
di¢ées hereditarias protrombdticas como a deficiéncia
de AT-III, proteina C e proteina S'' e em condicées
adquiridas caracterizadas pela ativacao da coagula-
cdo tais como coagulacdo intravascular disseminada,
tromboembolismo'?, acidente vascular cerebral, angi-
na instavel e infarto do miocardio®. Fisiologicamente,
niveis elevados de F1+2 sdo detectados em individuos
idosos'.

A proteina C é uma glicoproteina dependente de
vitamina K, com peso molecular de 62 Kd. Essa protei-
na é sintetizada no figado e circula no plasma em con-
centracoes de 3 a 5 mg/L, com meia-vida de 6 a 8 ho-
ras>!*, A trombina ¢ uma serino protease fisiologica-
mente importante que pode converter a proteina C na
sua forma ativa. A velocidade de reacéo é lenta quan-
do o coagulo é formado in vitro, mas é acelerada, cerca
de 20.000 vezes, na presenca de um cofator existente
na superficie do endotélio vascular, que é a trombo-
modulina®. A trombomodulina forma um complexo 1:1
com a trombina, que rapidamente ativa a proteina C
em presenca de ions cdlcio. Uma vez ativada, a protei-
na C inativa os fatores Va e VIIIa que sao cofatores da
cascata da coagulacdao®™. O principal cofator da protei-
na C ativada (PCA) é a proteina S, uma glicoproteina
produzida no figado dependente de vitamina K, com
massa molecular de 69 Kd'. A proteina S atua aumen-
tando a afinidade da PCA pela carga negativa dos fos-
folipides formando um complexo ligado a membrana
na superficie das plaquetas, microparticulas plaque-
tarias e células endoteliais. Dessa forma, os fatores Va
e VIlIa tornam-se mais acessiveis a clivagem media-
da pela PCA%'™,

O objetivo deste trabalho foi verificar se na doenca
coronariana a coagulagdo sanguinea esta ativada de-
vido a um comprometimento da eficiéncia do meca-
nismo da anticoagulacdo natural mediado pela PCA.

MATERIAL E METODOS

Foram avaliados um total de 49 pacientes compre-
endendo:
Grupo de 12 pacientes com infarto agudo do mio-
Q cardio que apresentaram o quadro clinico de for-
migamento e dor anginosa tipica com duracdo supe-
rior a 30 minutos, sugestivo de infarto agudo do mio-
cardio com alteracgdes eletrocardiograficas caracteris-
ticas, acompanhadas da presenca de ondas Q patolo-
gicas, acrescidas de niveis séricos aumentados da en-
zima creatina quinase (CK) e sua fracdo MB (método
enzimatico com leitura em Cobas Mira). Foram exclui-
dos os pacientes com estas caracteristicas que faziam
uso de aspirina ou outro antiagregante plaquetério,
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anticoagulantes (warfarina sddica ou heparina) ou que
tinham recebido terapéutica trombolitica antes da co-
lheita da amostra para os testes de coagulacéao;
@ Grupo de 8 pacientes que apresentaram sinto-
matologia clinica de angina de peito. Esses pacien-
tes foram selecionados apds realizacao de eletrocardio-
grama e dosagem das enzimas cardiacas (CK e CK-MB).
Todos os pacientes apresentaram o quadro clinico de
dor tipica e niveis normais das enzimas cardiacas;
® Grupo de 17 pacientes que apresentaram dois
ou mais fatores de risco como hipertensao arte-
rial (pressédo sistélica = 140 mm Hg e presséo diastoli-
ca de =85 mm Hg), hipercolesterolemia (niveis de HDL
colesterol inferiores a 45 mg/dL e niveis de LDL coles-
terol superiores a 130 mg/dL), obesidade e tabagismo.
Esses pacientes foram selecionados através do Progra-
ma de Prevencdo a Aterosclerose do Hospital Socor de
Belo Horizonte;
® Grupo de 12 pacientes sem fatores de risco (gru-
po-controle), isto é, individuos sadios sob os
pontos de vista clinico e laboratorial, com idade e sexo
semelhantes aos dos pacientes infartados. Estes pa-
cientes foram selecionados da comunidade em geral
apos triagem para excluir qualquer fator de risco.

Para a comprovacao da auséncia de fatores de risco
e de doencas nos individuos do grupo controle foram
realizados os seguintes exames laboratoriais: glicose
oxidase; colesterol total (método enzimatico-Trinder);
triglicérides (método enzimético-Trinder); colesterol
HDL (sistema de precipitacdo); fosfatase alcalina (mé-
todo Roy-modificado); creatinina (metodologia utili-
zando acido picrico); uréia (método enzimatico - urea-
se); transaminase pirtvica e oxalacética (metodologia
de Reitman e Frankel). Para a realizacdo destes testes
foram utilizados kits da Labtest e da Analisa. Todos os
ensaios foram lidos utilizando-se o espectrofotometro
CELM-E-225D.

Foram excluidos desse grupo os individuos que
apresentaram doencas renais, endocrinas, hepéaticas,
autoimunes, idade acima de 65 anos e aqueles que
faziam uso de medicamentos que alteravam a coagu-
lacdo como anti-inflamatdrios nao esteroidais, anticon-
cepcionais, acido acetilsalicilico (AAS), dipiridamol,
ticlopidina e anticoagulantes orais.

Os grupos de pacientes com IAM e angina de pei-
to, foram selecionados no Pronto Atendimento (PRO-
CORDIS) do Hospital da Santa Casa de Misericérdia
de Belo Horizonte.

A pesquisa foi aprovada pela Comissao de Etica em
Pesquisa da Santa Casa. Foi obtido o consentimento
livre e esclarecido (pdés-informado) de todos os pacien-
tes e informacobes clinicas de todos os participantes
foram coletadas por meio de uma ficha clinica para
posterior correlacao com dados laboratoriais.

Amostra biolégica

Foi coletada de cada paciente uma amostra de 15mL
de sangue venoso, em citrato de sddio, por meio de tu-
bos do sistema Vacutainer (Becton Dickinson). Apos a
coleta, as amostras foram centrifugadas durante 15 mi-
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nutos, a 3000 rpm. Apods a obtencdo das amostras de
plasmas, essas foram acondicionadas em tubos Eppen-
dorf, devidamente identificadas e estocadas a tempera-
tura de cerca de -20°C até o momento da realizacao dos
testes laboratoriais. Para o grupo controle e de risco,
além dos 15mL de sangue em citrato, foram coletadas
amostras de sangue em tubo sem anticoagulante (5mL)
para realizacdo dos exames bioquimicos.

Métodos

A determinacao dos niveis plasmaticos de F1+2 foi
realizada por ELISA (Enzime Linked Immunosorbent
Assays) de sanduiche, empregando o kit da Behring
Diagnostics (Enzygnost F1+2) e a determinacédo da
proteina C ativada foi feita por ensaio coagulométrico,
empregando-se kit da Diagnostica Stago (Staclot® Pro-

teina C).

Para a andlise estatistica foi empregado o progra-
ma Systat, versao 8.03. Os dados foram inicialmen-
te submetidos a uma analise descritiva para a ob-
tencdo de médias e desvios-padrao. Para testar a
existéncia ou nao de diferenca significativa entre os

grupos para os parametros estu-
dados, foi empregada andlise de
varidncia (ANOVA) e, quando se
verificou a existéncia de significan-
cia, ou seja, p<0,05, utilizou-se o
teste LSD de Fisher (Least Signifi-
cance Difference) para testar quais
0s grupos apresentaram diferencas
e qual o nivel de significancia es-
tatistica obtido entre elas.

RESULTADOS

A média e o respectivo desvio-
padréo da proteina C ativada (PCA)
e fragmento 1+2 da protrombina
(F1+2) em amostras de sangue dos
grupos controle, de risco, com an-
gina e com infarto, podem ser ob-
servados na Tabela I. Diferenca sig-
nificativa foi observada somente
para a PCA entre os grupos de in-
farto e de risco. (p<0.05).

A andlise estatistica dos resulta-
dos da determinacdo dos niveis
plasmaticos do fragmento 1+2 da
protrombina (F1+2) revelou que
ndo existem diferencas entre as
médias dos grupos estudados, em-
bora uma tendéncia ‘a elevacao te-
nha sido observada principalmente
nos grupos de risco e infarto em re-
lacao ao controle. Podem ser obser-
vadas na Figura 1 que as médias dos
grupos de risco, com angina e com
infarto apresentam valores discreta-
mente superiores quando compara-
dos a média do grupo-controle.
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TABELA |
Média e desvio-padrao da proteina C ativada (PCA)
e do fragmento 1+2 da protrombina (F1+2)
nos grupos estudados

Parametros Controle Risco Angina Infarto
PCA (%) 90.4+16.7 | 101.0+£22.7 | 784+230 | 71.4+21.4*
(n=48) (n=12) (n=17) (n=8) (n=11)
F1+2 (nmol/lL) | 1.90+1.33 | 485%586 | 2.64+193 | 3.94+478
(n=49) (n=12) (n=17) (n=8) (n=12)

*Diferencga significativa entre os grupos infarto e de risco (p < 0.05).
Para cada pardmetro e grupo é indicado o numero de pacientes (n).

Para a proteina C ativada somente foi observada
diferenca significativa entre as médias do grupo de
risco e do grupo dos pacientes com infarto. Compa-
rando-se as médias obtidas para o grupo-controle e as
médias dos grupos com infarto e com angina, nenhu-
ma diferenca significativa foi observada (Figura 2).

Realizando a correlacao de Pearson, os resultados
de F1+2 correlacionaram inversamente com os resul-
tados da proteina C ( r= -0,716; p < 0,05) no grupo
infarto. Os demais grupos néo apresentaram correla-
cdo significativa, quando investigados.

Fragmento 1 + 2 da protrombina (nmol/L)
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FIG. 1 - Resultados das determinagdes dos niveis plasmaticos de F1+2 nos grupos estudados. As
barras horizontais representam os valores médios encontrados para cada grupo (n = numero de
amostras). Nenhuma diferenca foi encontrada entre as médias dos quatro grupos.
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FIG. 2 - Resultados das determinacées das atividades da Proteina C nos grupos estudados (n =
numero de amostras). As barras horizontais indicam os valores médios obtidos para cada grupo. (*)
indica diferencga significativa entre o grupo de risco e o grupo com infarto ( p < 0,05).
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DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliado um pardmetro hemosté-
tico que investiga o grau de hipercoagulabilidade em
situacoes clinicas nas quais ocorre uma exacerbagao
da ativacao do mecanismo da coagulacao. A composi-
¢édo dos grupos de pacientes estudados (pacientes com
fatores de risco, com angina ou com infarto) foi feita
objetivando investigar o grau de ativacao do sistema
hemostdtico em uma escala crescente de manifesta-
cdo de sintomas clinicos. Uma andlise global dos da-
dos apresentados na Tabela I permite concluir que nas
doencas coronarianas, notadamente em pacientes com
angina ou infarto, h4d uma tendéncia a uma maior ati-
vacdo do mecanismo da coagulagao. Niveis mais ele-
vados de F1+2 e a reducao de PCA nesses pacientes
comparando-se com os grupos controle e de risco, su-
gerem que o mecanismo da coagulacdo esté ativado, o
que predispoe a formacao de trombo.

O fragmento 1+2 da protrombina (F1+2) foi deter-
minado com o objetivo de se avaliar a ativacao da cas-
cata da coagulacao nos grupos estudados. Nenhuma
diferenca foi encontrada entre os quatro grupos. Ape-
sar de nao haver diferenca significativa, pode-se ob-
servar uma tendéncia a elevacao dos niveis plasmati-
cos de F1+2 nos individuos do grupo de risco, angina
e infarto quando comparados ao grupo-controle. Esta
tendéncia a elevacgdo se deve a um estado de hiper-
coagulabilidade resultante de diversos estimulos re-
presentados por importantes fatores de risco e/ou de-
rivados do processo aterogénico encontrado naqueles
individuos, bem como a reducao da PCA nos pacien-
tes infartados.

Quanto ao perfil observado para o F1+2 (Figura 1),
a tendéncia ao aumento da média do grupo de risco
quando comparada a média do grupo-controle pode-
ria ser devido principalmente a ativacdo do mecanis-
mo hemostatico desencadeado por varios fatores de
risco tais como hipertensao, hipercolesterolemia e ta-
bagismo'®. Cumpre assinalar que esses fatores de ris-
CO parecem nao promover uma lesao endotelial signi-
ficativa nos individuos ainda assintomaticos para a
doenca cardiovascular'’. A tendéncia a diminuicao da
média para os pacientes com angina seria explicada
pelo consumo dos fatores da coagulacao, e a tendén-
cia a elevacdo na média do grupo infarto coincidiria
com a ruptura da placa aterosclerética que apresenta
acao extremamente trombogénica. No entanto, novos
estudos envolvendo mais pacientes tornam-se neces-
sarios para se determinar a expressao do F1+2 nessas
situagodes clinicas, nas quais o mecanismo hemostati-
co se encontra perigosamente ativado.

Com o objetivo de se avaliar o mecanismo da anti-
coagulacao foi determinada a atividade da proteina C
ativada (PCA) nos individuos estudados (Figura 2).
Comparando-se as médias dos grupos de risco, angi-
na e infarto com o grupo-controle, nenhuma diferenca
foi encontrada, apesar de ser observada uma tendén-
cia a ativagdo da PC nos individuos com fatores de
risco. Esta discreta ativacao da PC poderia ser expli-
cada por um mecanismo de controle para compensar
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o aumento da coagulagdo sanguinea encontrada nes-
ses individuos. Comparando-se as médias de PCA no
grupo de risco com o grupo de individuos infartados,
pode-se observar uma diminuicdo significativa na
média desse ultimo. Esse fato pode ser justificado pela
lesdo endotelial presente nos pacientes com angina e
com infarto, o que comprometeria a ativacao da PC,
considerando que a integridade endotelial é extrema-
mente importante para a competéncia do sistema da
anticoagulacado natural.

Segundo Coelho em 1999", em um estudo paralelo
ao presente trabalho, onde foram empregados marca-
dores de lesdo vascular e de ativacdo plaquetaria, es-
tes mesmos pacientes apresentaram niveis aumenta-
dos de trombomodulina plasméatica. Sabe-se que a
trombomodulina plasmédtica se apresenta menos fun-
cional que a trombomodulina endotelial, e que isso
leva a uma diminuicado na formacao do complexo trom-
bomodulina-trombina e, portanto, a uma diminuicao
da ativacao da PC". Considerando que a trombomo-
dulina é um marcador de lesdo endotelial e que seus
niveis plasmaticos estavam elevados nos mesmos pa-
cientes estudados indicando a presenca de lesao en-
dotelial, é plenamente justificdvel o encontro de ni-
veis reduzidos de PCA em infartados. Nesses pacien-
tes, o achado de niveis elevados de trombomodulina
plasmaética, indicativo de lesdo endotelial, comprome-
teria a eficiéncia do sistema de anticoagulagdo natu-
ral, considerando que o mesmo depende da integrida-
de do endotélio no qual se encontra a trombomoduli-
na funcional. No caso de pacientes com fatores de ris-
Co, ja existe uma tendéncia a ativacdo do mecanismo
hemostatico, porém parece nao haver ainda uma le-
sao endotelial expressiva, o que pode ser confirmado
por dados previamente relatados na literatura'’. Des-
sa forma, justificam-se os niveis ndo reduzidos de PCA
observados para o grupo de risco no presente traba-
Iho, j& que parece ocorrer reducao dessa proteina prio-
ritariamente em pacientes com lesao vascular. Con-
trariamente, a tendéncia a reducao dos niveis de PCA
em relacao aos grupos de risco e controle possivelmen-
te reflete a presenca de dano vascular nos pacientes
com doencga coronariana.

Uma correlacdo importante foi observada, cuja in-
terpretacdo reafirma a idéia inicial de que em doen-
cas cardiovasculares ha uma importante participacao
do sistema hemostéatico, o qual se mostrou ativado nos
grupos com angina e com infarto. No grupo com infar-
to, pode-se sugerir que existe um estado de hiper-
coagulabilidade demonstrado principalmente pelo
comprometimento do mecanismo da anticoagulacao
natural, o que pode ser confirmado pela correlacao ne-
gativa observada entre o F1+ 2 x PCA (r = -0,716;
p < 0,05).

Por fim, podemos concluir que uma visao global dos
dados do presente trabalho, permite inferir que a for-
macao de fibrina nos individuos com doencas corona-
rianas provavelmente resultaria da ativacao do meca-
nismo da coagulacdo e do comprometimento do me-
canismo da anticoagulacao o que favoreceria a manu-
tencao de quantidades crescentes de fibrina.
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Doseamento de acido hipurico na urina
de sapateiros de Porto Alegre
e da Grande Porto Alegre

Hipuric acid dosing in the urine of the shoemaker
from Porto Alegre and the neighborhood

Simone Bardini*; Aletéia S. Alano*; Renata Limberger'; Ana Licia Xavier* & Vera M. Steffen®

RESUMO - Este trabalho tem como objetivo fazer um estudo de toxicologia ocupacional, verificando se os sapateiros
que ficam expostos ao tolueno (que é o solvente da cola) tém o acido hipurico (que é um metabdlito do tolueno)
aumentado. Para isto, foi realizado monitoramento bioldgico fazendo-se doseamento do 4cido hiptrico, por cromato-
grafia gasosa, na urina e foi aplicado um questiondario para obter-se informacdes relevantes para o trabalho. Este
estudo foi realizado com sapateiros de Porto Alegre e da grande Porto Alegre. Analisando os resultados obtidos,
concluimos que os niveis de &cido hipurico ficaram dentro dos valores de IBMP (indice biolégico méximo permitido).

PALAVRAS-CHAVE - Tolueno, toxicologia ocupacional, &cido hipurico, monitoramento biolégico, sapateiros.

SUMMARY - This work has as objective to do a study of occupacional toxicology, observing if the shoemakers that get
exposure to the toluene (that is the glue solvent) has the hippuric acid (that is the toluene metabolic) increased. For
that,was realized a biologic marker dosing the huppuric acid by gas cromatography in the urine and was applied a
questionary to obtain revelant informations for the study. This study was made with shoemakers from Porto Alegre.
Analysing the results obtained, we conclued that the levels of hippuric acid where accepted by the IBMP values

(maximum biologic level permitted).

KEYWORDS - Toluene, hippuric acid, biological monitoring, shoemakers, occupational toxicology.
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INTRODUGAO

ambiente de trabalho é o local onde o trabalhador

passa grande parte de seu tempo. Este ambiente
deve ser adequado, ou seja, causar o menor prejuizo a
saude. E necessario obter o maximo de informacoes
sobre as substancias quimicas, a sua manipulacdo nes-
ses locais e o que as mesmas podem causar no orga-
nismo.

A toxicologia ocupacional estuda os efeitos nocivos
sobre o homem, de substancias quimicas utilizadas ou
produzidas em processos industriais'?. Trata da iden-
tificacdo, andlise, mecanismo de acéo, biotransforma-
cdo e interacao das substancias quimicas industriais,
além do diagndstico das intoxicacgoes, tratamento e
prevencao dos seus efeitos toxicos'.

E sabido que os sapateiros manipulam colas a base
de solvente (tolueno). O tolueno é um hidrocarboneto
aromadtico que possui grau de insalubridade médio
(NR-15) e grau de risco a saude moderado a exposigdo
cronica e leve a exposicdo aguda®. A sua pressao par-
cial e a densidade do vapor em relacdo ao arlevam-no
a ser um solvente com alta volatilidade e os seus va-
pores a permanecerem em baixas alturas, o que au-
menta a disponibilidade para a via respiratoria’. E li-
possoluvel e atravessa a barreira hematoencefdlica com
facilidade, produzindo uma alteracdo no estado de
consciéncia, similar aos niveis mais leves de aneste-
sia®’. Na exposicdo aguda age como depressor do sis-
tema nervoso central causando fadiga, dor de cabeca,

confusao, tontura e incoordenacao motora. Antes da
depressao pode ocorrer excitacao do sistema nervoso
central, com euforia, tremor e nervosismo’*!". No apa-
relho cardiovascular, o tolueno provoca arritmias, in-
farto do miocardio e morte subita®*!*'!, Na exposicao
cronica, foram observados disturbios neuropsiquicos
como depressao, confusao mental, encefalopatia pro-
gressiva e irreversivel acompanhada de atrofia cere-
bral e cerebelar, disturbios cognitivos, reflexos hipera-
tivos, neuropatia periférica, tremores, dor de cabeca
recorrente, perda da memoria visual e verbal, disfun-
cdo do hipotdlamo, epilepsia, tendéncias suicidas, sin-
dromes orgénicas afetivas e, mais raramente, psico-
se®!3, O tolueno pode produzir, também, hepatotoxici-
dade e nefrotoxicidade™. A principal via de introdu-
cdo é o sistema respiratorio, sendo sua absorgao pul-
monar (na forma de vapor) estimada em 40 a 50% da
concentracao inalada'®.

Do tolueno absorvido, aproximadamente 80% sofre
biotransformacédo a nivel dos microssomas hepéaticos
(citocromo P,.;). O principal metabdlito formado é o
4cido benzdico que, conjugado com a glicina (cerca
de 80%), forma o acido hipurico e, com &cido glicurd-
nico, produz benzoilglicuronideo (cerca de 20%). Ou-
tra via de biotransformacao é a formacao de orto, meta
e para cresoéis, cuja importadncia quantitativa é bem
menos significativa (menos de 1%)". No Brasil, a Nor-
ma Regulamentadora n° 7 (NR - MT/BR)*? estabelece
parémetros para o monitoramento biolégico da expo-
sicdo ocupacional aos agentes quimicos. O &cido hi-

Recebido em 14/5/2002
Aprovado em 8/7/2002
"Departamento de Andlises, Faculdade de Farméacia, UFRGS.

RBAC, vol. 34(3): 143-144, 2002

143



purico é o bioindicador urindrio para o tolueno sendo,
1,5 g/g de creatinina o valor de referéncia e 2,5 g/g de
creatinina o IBMP (indice biolégico méximo permiti-
do)*. O 4cido hiptrico é um componente normal da
urina, sendo suas concentracoes influenciadas por fa-
tores tais como diurese, alimentos e medicagéo“. Além
destes, as caracteristicas individuais como sexo, ida-
de, raca e estado nutricional podem diversificar a res-
posta de cada organismo frente a exposicdo a mesma
concentracdo de um xenobidtico.

MATERIAIS E METODOS

Os sapateiros foram submetidos a uma entrevista
composta de 18 questdes referentes a historia clinica,
ocupacional, cuidados no trabalho e qualidade de vida.
Esses trabalhadores foram esclarecidos quanto aos
objetivos e beneficios deste trabalho e assinaram um
termo de consentimento informado. O grupo estuda-
do apresenta, pelo menos, cinco anos de exposicao a
solventes.

Procedimento analitico

As amostras foram preparadas conforme o método
sugerido por Roosmalen e Drummond (1978)*, sendo
as condicoes cromatograficas modificadas pelo CIT-
RS. Para célculo da concentracdo de acido hipurico
utilizou-se as concentracoes de creatinina na urina,
conforme estabelece a NR 7-MT/BR?®,

Amostragem

As amostras de urina, para andlise de &cido hipuri-
co, foram coletadas no inicio e final da jornada de tra-
balho.

Estabilidade

O &cido hiptrico é estavel na urina por um dia a
temperatura ambiente (20-23°C) e por duas semanas
se a amostra for congelada.

Armazenamento

As amostras de urina foram mantidas sob refrige-
racao a 4°C até seu processamento analitico, apos este
processamento, as amostras foram armazenadas em
freezer a —20°C até a hora de injetd-las no cromatégra-
fo a gas. Este armazenamento ndo deve ultrapassar
mais de 72 horas.

Condigées cromatogréficas

Fluxo do gés de arraste (He) 1,0 ml/min.; tempera-
tura do injetor e do detector 220°C e programacao de
temperatura da coluna: inicial de 140°C por 3,5 min.;
rampa de 50°C/min. até 190°C, manutencao por 1,0 min.;
rampa de 50°C/min. até 200°C, manutencdo por 1,0 min.;
injetor capilar na funcao “Split"”, com razao 1:50.

RESULTADOS

* 95,2% dos trabalhadores sdo homens;

* 19% dos trabalhadores sao fumantes;

* 42,8% dos trabalhadores tomam café;

* 28,6% dos trabalhadores sentem dor de cabeca,
tonturas e/ou nduseas;

* 14,4% dos trabalhadores apresentam problemas
de saude como diabetes, hepatite C ou proble-
mas respiratoérios;

* A idade minima dos trabalhadores é 15 anos e a
maxima é 71 anos;
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* 28,5% dos trabalhadores ficam expostos 2 horas/
dia ao tolueno e 71,5% ficam 8 horas/dia;

* Nenhum dos trabalhadores apresentou niveis de
4cido hiptrico acima do IBMP (indice biolégico
maximo permitido);

* 14,3%, em média, dos trabalhadores ficaram com
niveis de acido hipurico acima do valor de refe-
réncia (1,5g/g de creatinina);

* Dos trabalhadores que ficaram com os niveis de
4cido hiptrico acima do valor de referéncia, to-
dos ficam expostos ao tolueno 8 horas por dia;

* A média do 4cido hipurico ficou em 0,6099 g de
acido hipurico/g de creatinina.

DISCUSSAO

Analisando o perfil do grupo estudado foi observa-
do que é composto, em sua maioria, por trabalhadores
de meia idade (49,8 anos, em média), com exposicao
de 26,2 anos, em média, a solventes. No histérico de
exposicdo anterior foi verificado que nenhum destes
trabalhadores estavam expostos a solventes e nem pos-
suiam atividades extra ocupacionais com exposi¢do ao
tolueno. Dos medicamentos utilizados pelos trabalha-
dores, ndo h4, na literatura, relatos de que possam in-
terferir nos niveis de acido hipurico.

Pelos valores de &cido hipurico obtidos no monitora-
mento biolégico dos sapateiros, todos encontram-se den-
tro do IBMP (indice bioldgico méximo permitido). Po-
rém, julgamos necessaria uma maior amostragem para
obtermos resultados estatisticamente significativos. Além
disto, julgamos conveniente continuar o monitoramento
dos trabalhadores que obtiveram concentragoes de 4ci-
do hipurico acima dos valores de referéncia.
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Otimizacao da técnica de Citometria
de Fluxo para analise do fator tissular
em monocitos de sangue periférico’

Flow Cytometric assay optimization
for peripheral blood monocyte tissue factor analysis

Lauro Mello Vieira'; Luci Maria Sant’Ana Dusse®; Olindo Assis Martins Filho® & Maria das Gragas Carvalho®

RESUMO - A citometria de fluxo permite a andlise de células, individualmente, através de um fluxo laminar. Esta
metodologia tem sido largamente utilizada, principalmente na drea de oncohematologia e dos transplantes de medu-
la 6ssea. A possibilidade de se utilizar dois ou mais anticorpos monoclonais marcados com fluorocromos diferentes
permite o estudo em uma determinada populacgdo celular de substancias procoagulantes produzidas por células
envolvidas nos mecanismos da hemostasia, abrindo-se a possibilidade de aplicacdo desta metodologia em areas de
estudo da fisiopatologia relacionada aos estados de hipercoagulabilidade. Os mondcitos estdo altamente envolvidos
nos processos fisiopatolégicos envolvendo a formacao de trombo e placas ateromatosas e o Fator Tissular (FT) consis-
te no principal ativador fisiolégico do sistema de coagulacdo sangtiiinea. Neste trabalho buscou-se otimizar as condi-
coes de determinacgédo da expressdo de FT em mondcitos por citometria de fluxo, a partir de metodologia ja descrita,
em duas populacdes de individuos sadios, com faixa etdria diferentes, no sentido de se estabelecer os niveis de
expressdo de FT. Para a andlise dos resultados foram utilizadas duas metodologias que definem o percentual de
células expressando FT. Dos resultados obtidos, pode-se concluir que ndo hé diferenca significativa na expressao de
FT de mondcitos em funcdo da idade e que os dois métodos de andlise utilizados ndo diferem entre si.

PALAVRAS-CHAVE - Fator tissular de mondcitos; citometria de fluxo; otimizacéo.

SUMMARY - The flow cytometric assay allows to separate a particular cell population even if it is present in a heteroge-
neous cell samples. It has been applied to oncohematology and bone marrow transplantation studies. Two associated
fluorescent markers allow to study in a particular cell population the expression of procoagulant substances produced
by cells involved in hemostasis mechanisms. This methodology application opens the perspective of pathophysiologic
studies related to hypercoagulability states.Considering that monocytes are highly involved in pathophysiologic mech-
anisms contributing for thrombus formation and atheromatous plaques and that Tissue Factor (FT) represents the
principal physiologic activator of the clotting system, this study constitutes a potencial tool for obtaining new insights
on the role of the monocytes in diseases associated to the hypercoagulability states. At the present work, it was aimed to
establish the optimization conditions for measuring the monocyte tissue factor (MTF) expression by flow cytometric
assay based on a previous methodology. Blood samples were collected from healthy subjects divided in two age ranges.
Studies on MTF were carried out comparing two methods of analysis which define the percentage of cells expressing FT
on their surface. From the results, it was concluded that there is no difference between the two age ranges related to
MTF expression. In addition, the two assessed methods for analysis did not differ between themselves.

KEYWORDS — Monocytes tissue factor; flow cytometry; optimization.
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INTRODUCAO

fator tissular (FT) é considerado o principal
ativador fisiolégico do sistema da coagulacdo
sanglinea, através da ativacao do fator VII. O complexo
bimolecular FT/VIla, por protedlise limitada, ativa os fa-
tores X e IX da coagulacao a fatores Xa e IXa, iniciando
0 processo que culmina com a formacéao da fibrina®.
Varios trabalhos tém demonstrado o aumento da con-
centracdo plasmatica de FT livre em situagées clinicas
decorrentes de estados de hipercoagulabilidade®?
Mondcitos de sangue periférico sdo células com alta
capacidade de migracdo para o espac¢o extravascular.
Além de serem capazes de carrear moléculas de LDL
parcialmente oxidadas, em seu citoplasma, estas célu-

las apresentam como glicoproteina de transmembrana,
quantidades detectaveis de FT. Isto faz com que os mo-
nocitos estejam altamente comprometidos nos fenéme-
nos que envolvem a formacao de placas ateromatosas e
trombos intravasculares nas situacodes clinicas que cul-
minam com trombose arterial ou tromboses venosas®
Uma expressdo aumentada de FT in vivo € a prln-
cipal causa de risco em doencas tromboticas, como a
formacao de trombos apds ruptura de placa ateroscle-
rética, levando a infarto do miocardio e coagulacéao
intravascular associada com cancer e choque séptico®.
A citometria de fluxo permite a andlise através de
um fluxo laminar, de um ntimero significativo de célu-
las, individualmente e em um tempo relativamente
curto’. A marcacgédo prévia de células com anticorpos
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monoclonais marcados com fluorocromos permite a
andlise de um tipo celular com uma determinada ca-
racteristica fisica e/ou quimica mesmo em amostras
heterogéneas de células.

Isto tem possibilitado o emprego desta metodolo-
gia em vdrias dreas da hematologia, notadamente na
oncohematologia, na caracterizacdo de marcadores
relacionados a processos leucémicos, em condi¢oes de
diagnéstico, prognostico e monitoracdo terapéutica,
nos transplantes de medula 6ssea, principalmente na
avaliacdo do conteudo de células tronco e outras areas.
Estudos na 4rea de investigacdo de condicoes de hi-
percoagulabilidade podem se valer desta metodologia
no sentido de se estabelecer niveis de substancias com
carater procoagulante ou anticoagulante envolvidos na
fisiopatologia dos processos trombéticos.

Neste trabalho, buscou-se otimizar uma técnica
para a determinacdo da expressdo de FT em monoci-
tos, a partir de amostras de sangue total, estimuladas
ou ndo com endotoxina de Escherichia coli (LPS), em
individuos sadios, em duas faixas etarias diferentes,
no sentido de se estabelecer os niveis basais e estimu-
lados nestas duas populacoes. Desta maneira, conhe-
cendo-se os aspectos fisiolégicos deste marcador pode-
se vislumbrar a perspectiva de se definir, em pacien-
tes com maior expressdo de FT em mondcitos, prog-
nostico sobre o risco potencial trombotico.

A anélise da expressdo de FT em mondcitos foi rea-
lizada comparando-se dois métodos de quantificagdo:
a porcentagem de células monociticas positivas para
FT, analisadas por histograma e a porcentagem de cé-
lulas positivas, analisadas por estatistica de quadrante.

MATERIAL E METODO

Casuistica

A populacao de individuos utilizada no presente tra-
balho foi constituida de voluntarios, divididos em duas
faixas etarias (de 20 a 39 e de 40 a 67 anos de idade),
que nao apresentavam fatores de risco para trombose
como: hipertensao, diabetes, tabagismo ou obesidade e
nao faziam uso de qualquer tipo de medicamento, no-
tadamente, AAS, antiagregantes plaquetérios, anticoa-
gulantes, contraceptivos orais, hormoénios, antihiperten-
sivos e diuréticos. Estes individuos néo apresentavam
histéria prévia nem evidéncia de trombose de membros
inferiores, avaliada pelo Duplex Scan.

Este trabalho mereceu parecer favoravel da Comis-
sdo de Etica em Pesquisa da Santa Casa de Misericor-
dia de Belo Horizonte. As amostras foram coletadas
ap6s os individuos serem esclarecidos dos objetivos
do presente trabalho e assinarem o termo de consenti-
mento pos-informado.

Amostra

Foram colhidas amostras de 5 mL de sangue venoso
utilizando-se tubos e agulhas do sistema Vacutainer (Bec-
ton-Dickinson- Mountain View, CA,USA), contendo citrato
de so6dio como anticoagulante. As amostras foram proces-
sadas até um tempo méaximo de 1 hora apos a coleta.

Reagentes

* Solucao salina tamponada pH 7,2 (PBS)

Dissolver 2,65g de Na,HPO,.12 H,O; 0,36g de
NaH,PO,.H,O e 8,18g de NaCl em 1.000 mL de agua
destilada.
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* Solucao de lise

Solucédo de Brand Facs Lysing Solution (Becton-
Dickinson- Mountain View, CA,USA) diluida a 1/10,
com 4gua destilada, antes do uso.

* Solucao estabilizadora

Paraformaldeido a 10 g/L em cacodilato de so6dio a
10,2 g/L e NaCla 6,63 g/L. O pH da solucdo foi acerta-
do para 7,2.

* Anticorpo monoclonal murino anti CD14 humano mar-
cado com ficoreritrina

Anti-CD14"® humano, mouse (Leu-M3) (Becton-
Dickinson- Mountain View, CA,USA).

* Anticorpo monoclonal murino anti-fator tissular hu-
mano marcado com isotiocianato de fluoresceina

Mab against human tissue factor FITC conjugated
(American Diagnostica Inc., Greenwich, CT - USA).

* I8G1 de camundongo marcado com isotiocianato de
fluoresceina

IgG1 mouse FITC conjugated (Becton-Dickinson-
Mountain View, CA,USA).

* Lipopolissacaride de Escherichia coli (LPS)
Lipopolysaccharide from Escherichia coli serotypo
0111:B4 (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO - USA).

METODOS

Determinagao da expressao de FT
em mondcitos de sangue periférico

Utilizando a citometria de fluxo, foi determinada a
expressdo de FT em mondcitos a partir de amostras de
sangue periférico, através da marcacdo simultanea
destas células com dois anticorpos monoclonais: um
anticorpo anti-CD14 humano marcado com ficoeritri-
na (PE) e outro anti-fator tissular humano marcado com
isotiocianato de fluoresceina (FITC).

A otimizacdo da metodologia para a determinacao
da expressao de FT foi baseada na técnica descrita por
Amirkhosravi', com modificacées. As principais modi-
ficacoes consistiram na mudanca no tempo de incuba-
cdo da amostra com LPS a 37°C, que foi de 4 horas, no
volume de anti-CD14"F adicionado (4 pL/0,1 mL de
amostra), na solucéo de lise (Brand Facs Lysing Solu-
tion) e na solugao estabilizadora (paraformaldeido/ca-
codilato). Foram feitas cinco preparagdes para cada in-
dividuo:

T1 - Tubo controle para a expresséo de FT basal

Auma amostra de 0,1 mL de sangue total, em citra-
to de sédio, foram adicionados 10 pL de IgG1 de ca-
mundongo marcado com fluoresceina (IgG1¥™ mou-
se) e 4 pL de anticorpo anti CD14 humano marcado
com ficoeritrina (anti-CD14%F).

T2 - Tubo para a determinacao de FT basal

Auma amostra de 0,1 mL de sangue total, em citra-
to de so6dio, foram adicionados 10 pL de anticorpo anti
fator tissular humano marcado com isotiocianato de
fluoresceina (anti-FTF''¢) e 4 mL de anti-CD14"E,

T3 - Tubo controle para a determinacao da expressao
de FT apds incubacao

Uma amostra de 1,0 mL do sangue total, em citrato
de sédio, foi incubada a 37°C por 4 horas. Apds este
tempo, foram adicionados a uma aliquota de 0,1 mL,
10 uL de IgG1F™€ e 4 pL de anti-CD14E,

T4 - Tubo para determinacao da expressao de FT apds
incubacao
Uma amostra de 1,0 mL do sangue total, em citrato
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de sddio, foi incubada a 37°C por 4 horas. Apds este
tempo foram adicionados a uma aliquota de 0,1mL,
10 pL de anti-FT™¢ e 4 L de anti-CD14E,

T5 - Tubo para a determinacao da expressao de FT apos
incubacao com LPS

Auma amostra de 1,0 mL do sangue total, em citra-
to de sédio, foi adicionado LPS numa concentracéo fi-
nal de 10 pg/mL. A mistura foi incubada a 37°C por
4 horas. Apos este tempo foram adicionados a 0,1 mL
da amostra, 10 pL de anti-FT""™“ e 4 pL de anti-CD14E,

Os tubos preparados imediatamente (T1 e T2) e as
misturas preparadas apos incubacdo de 4 horas a 37°C
(tubos T3, T4 e T5), foram incubados a 4°C por 30 mi-
nutos, ao abrigo da luz. Apds este tempo foi adiciona-
do a cada tubo, 2,0 mL de solucgéo de lise, sob agita-
cdo, por 15 segundos. A mistura foi deixada em repou-
so a temperatura ambiente e ao abrigo da luz, por 10
minutos. Apds este tempo as amostras foram centrifu-
gadas a 1.200 G por 7 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento lavado por trés vezes com
solucdo de PBS. Ap6s a ultima centrifugacao o sedi-
mento foi ressuspenso com 0,4 mL de solucéo estabili-
zadora e mantida a 4°C, ao abrigo da luz, até o mo-
mento de ser lida.

Leitura e analise da expressao de FT
em monocitos de sangue periférico

A determinacdo da expressdo de FT em mondcitos
de sangue periférico foi feita em citdmetro de fluxo
FACScan (Becton-Dickinson- Mountain View, CA,USA),
utilizando-se o "software" Cell Quest versao 3.3 (Bec-
ton-Dickinson- Mountain View, CA,USA) para aquisi-
cdo e andlise. O sistema foi calibrado para a avaliacao
de 3.000 células em cada determinacdo. A populacao
de mondcitos foi identificada pela fluorescéncia emiti-
da pela ficoeritrina em 488 nm e o FT, expresso em
mondcitos, pela fluorescéncia emitida pelo isotiociana-
to de fluoresceina em 525 nm. O tubo controle para a
expressdo de FT basal (T1) foi utilizado para se deter-
minar a posicdo do marcador (M1), excluindo-se um
percentual em torno de 98 % de células apresentando
fluorescéncia inespecifica (controle isotipico).

A andlise da expressdo de FT em mondcitos foi fei-
ta através de dois parametros: a determinacéo da por-
centagem de células monociticas expressando FT, atra-
vés da andlise do histograma e a determinacao da por-
centagem através da estatistica de quadrante.

Parametros para definicao da expressao de FT

Quatro parametros foram determinados através das
andlises dos percentuais de fluorescéncia pelo histo-
grama e pela estatistica de quadrante, para cada indi-
viduo: a expressdo de FT basal, a expressao de FT in-
duzida pela incubacéo a 37°C, a expressdo de FT esti-
mulada por LPS e a determinacao do FT total.

A determinacao de FT basal foi obtida pela dife-
renca das leituras dos tubos T2 e T1. A determinacao
da expresssdo de FT induzida pela incubacéo a 37°C
foi obtida pela diferenca entre os tubos T4 e T3. A ex-
pressao de FT induzida por LPS foi obtida através da
diferenca entre os valores obtidos para os tubos TS e
T4 e a expressao do FT total pela diferenca entre as
leituras dos tubos T5 e T3.

Analise estatistica

Foi utilizado o teste de t (Student), ap6s normaliza-
cdo dos dados (transformacéo logaritmica), para and-
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lise de significancia entre os dois grupos de indivi-
duos de diferentes faixas etarias, em um nivel de sig-
nificancia de 0,05. Utilizou-se o software Excel 2000
(Microsoft Corporation — USA).

RESULTADOS

Otimizacao da metodologia
para a determinacao do FT em mondcitos

A incubacao de amostras de sangue com LPS, em
tempos variados, demonstrou que em um tempo de
incubacéo de 4 horas ocorre expressdao maxima de FT
induzido por esta endotoxina. A incubacédo da amos-
tra (0,1 mL de amostra de sangue total), com volumes
variados de anti-CD14"® demonstrou que 4 mL deste
reagente sao suficientes para fornecer uma marcacao
adequada de mondcitos. A solucdo de lise utilizada
promoveu uma lise completa dos eritrocitos e apos la-
vagem das células e estabilizacdo forneceu um padrdo
de leitura com um nivel reduzido de contaminacao. A
solucdo de paraformaldeido/cacodilato se mostrou ade-
quada a estabilizacdo do material, possibilitando uma
leitura estavel por um periodo de até 72 horas, apos o
término da preparacao.

Na Fig. 1 é mostrado o resultado da analise pelo
histograma para a preparacao relativa ao tubo T1, de
uma amostra de um dos individuos analisados (grafi-
cos A, B e C). O Gréfico A é relativo a distribuicdo das
células segundo os parametros granulosidade e tama-
nho das células, em escala arbitraria de 0 a 1.000. As
células com padréao correspondente a monocitos cons-
tituem-se em uma amostra bastante homogénea.

No Gréafico B é mostrada a distribuicdo das células
segundo os parametros granulosidade e marcagao por
anticorpo anti-CD14%F, distribuida em escala logarit-
mica arbitraria de 10° a 10*. O marcador R1 (gate) é
utilizado para delimitar a populacdo de monécitos a
serem analisadas pelo histograma. A distribuicdao das
células delimitadas pelo “gate" é mostrada no histo-
grama do Grafico C. O marcador é posicionado no sen-
tido de se eliminar grande parte das células que apre-
sentam marcacao de baixa intensidade e inespecifica,
para fluoresceina (98,32% das células). Com isto 1,68%
das células sdo consideradas positivas para marcacao
com IgG17™ de camundongo (controle isotipico).

A andlise da preparacéao relativa ao tubo T5 para o
mesmo individuo é mostrada nos Gréaficos de D a E
No grafico D as células estdo distribuidas segundo os
parémetros de granulosidade e tamanho. Observa-se
que apods 4 horas de incubacéo a 37°C e estimulacao
com LPS a populacéo de células anteriormente homo-
génea se torna heterogénea, pelo aumento de tama-
nho de parte das células. No Gréfico E a populacéao de
monocitos é delimitada pelo "gate" (R1), para andlise
pelo histograma (Grafico F). A andlise do histograma
mostra um aumento do percentual de células marca-
das com anticorpo antiFT™'™® ao longo do eixo, na es-
cala de 10°a 10*. Com o marcador definido no Grafico
C, a porcentagem de mondcitos expressando FT é ago-
ra de 86,88%.

Na Fig. 2 observa-se o resultado da analise por es-
tatistica de quadrante. No Gréafico C as células estao
distribuidas sequndo os pardmetros antiCD14"F e
IgG17™, Nestas condi¢des 4 quadrantes sdo defini-
dos através das barras horizontal e vertical. A barra
vertical define um percentual de 1,52% de células (Q2),
que sdo consideradas positivas para fluorescéncia de-
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FIG. 1 - Anélise por histograma da preparacao controle isotipo para IgG1™™ de camundondo (T1) e FT total (T5), de um dos individuos analisados.
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FIG. 2 - Analise por Estatistica de Quadrante da preparacao controle isotipo para IgG1™™ de camundongo (T1) e

FT total (T5), do mesmo individuo analisado na figura anterior.

vido ao isotiocianato de fluoresceina. No quadrante
Q1, 98,48% das células, apresentam fluorescéncia ines-
pecifica pela adsorcao de IgG 1™ (controle isotipico).
No Gréafico F, com o marcador (barra vertical), na mes-
ma posicdo definida no Grafico C, observa-se um au-
mento do percentual de monodcitos expressando FT
(Q2=86,43%), enquanto que 13,57% das células, apre-
sentam fluorescéncia considerada inespecifica (Q1).

Determinacao da expressao de FT basal

Os resultados das determinacoes da expressao de
FT basal nas duas populacgoes de faixa etdria diferen-
tes, mostrou que os niveis de FT basal sdo reduzidos.
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pressdo de FT apos incu-
bacéo a 37°C forneceu os
resultados médios apre-
sentados na Tabela I. A analise por estatistica de qua-
drante forneceu resultados em porcentagem média, in-
feriores na populacao de menor faixa etdria e mais al-
tos na populacdo de maior faixa etdria, quando com-
parado com os resultados obtidos pelo histograma. En-
tretanto, ndo ha diferenca significativa entre as duas
populacoes (Tabela II).

Determinagao da expressao de FT
apods estimulagao com LPS

Apbs incubacéo a 37°C, com LPS numa concentra-
céo final de 10 mg/mL, observa-se um aumento signi-
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TABELA |
Médias e desvios padrao das determinacoes

em porcentagem de mondcitos positivos para FT obtidas pelo histograma
e pela estatistica de quadrante nas duas populagoes
de individuos sadios, de diferentes faixas etarias

TABELA I
Anilise de significancia entre as duas
populacdes de individuos analisados pelo
histograma e pela estatistica de quadrante,
através do teste de t (Student), em um nivel

de significancia de 0,05
Parametros Histograma Estatistica de quadrante
Parametros Histograma Estatistica de quadrante

Faixa etaria 29,9 £ 6,3 anos 48,8 £6,5 anos 29,9 £ 6,3 anos 48,8 +6,5 anos FT basal 0,5047 0,0568

FT basal 21122% 21£27% 12+10% 14+12% FT 37°C 0,8212 -0,5865

FT 37°C 23125% 2,8+38% 19+17% 33£43% FT ¢/ LPS -0,1465 -0,6423

FT ¢/ LPS 25,1+20,4 % 26,2 + 24,9 % 20,6 £17,3% 25,0 £24,0 % FT total -0,2027 -0,67357

FT total 214+21,0% 291+245% 225+181% 216+235% t critico bi 2,0244

n 2 19 21 19 gl 39

O numero de individuos de cada grupo é indicado na tabela (n).

ficativo da expressdo de FT em monécitos, nas duas
populacées de individuos sadios. Quando se corrige a
influéncia da temperatura, diminuindo-se o valor ob-
tido pela inducao pelo LPS por aquele obtido quando
se submete uma amostra a 37°C, sem entretanto, adi-
cionar-se LPS, os resultados demonstram que a anali-
se da porcentagem de células positivas foi menor quan-
do avaliada por estatistica de quadrante do que quan-
do avaliada por histograma, na populacao de faixa eta-
ria menor (Tabela 1), entretanto, qualquer que seja o
método utilizado, ndo hé diferenca significativa entre
as duas populacoes (Tabela II).

Determinacéo da expressao de FT total

Os resultados obtidos de expressdo maxima de FT,
pelo efeito da temperatura de 37°C e pela inducéao pelo
LPS sao mostrados na Tabela I. Pode-se observar que
a andlise pelo histograma e pela estatistica de qua-
drante, forneceram um valor médio discretamente in-
ferior para o grupo de faixa etaria mais baixa, entre-
tanto, ndo existe diferenca estatisticamente significa-
tiva entre os dois grupos de individuos (Tabela II).

CONCLUSOES

As novas condic¢oes de andlise introduzidas na me-
todologia utilizada como referéncia, propiciaram uma
otimizacao adequada, permitindo uma maior expres-
sao de FT, pelo prolongamento do tempo de incuba-
cdo e a obtencdo de uma preparacdo estavel e com
pouca contaminac¢dao, como pode ser observado nas
Figs. 1 e 2.

A expressao de FT basal forneceu resultados bas-
tante reduzidos nos dois métodos utilizados sendo que
a estatistica de quadrante forneceu resultados mais
homogéneos que a anélise pelo histograma. O método
de andlise pela estatistica de quadrante possibilita uma
maior precisdao no posisionamento do marcador, pelo
observador, pela distribuicdo das células em duas di-
mensodes, segundo dois parametros de fluorescéncia.

Aincubacéo a 37°C por 4 horas, aumenta a expres-
sdo de FT na membrana dos mondcitos, porém este
aumento é pouco significativo na populacao de indi-
viduos sadios. Isto pode ser observado tanto quando a
andlise é feita pelo histograma quando pela estatistica
de quadrante.

A estimulacao pelo LPS apds a incubacéao a 37°C
fornece resultados bem mais elevados do que aqueles
obtidos com amostras nao estimuladas por esta endo-
toxina. Os resultados médios obtidos variam de 10 a
20 vezes em relacao ao valor de FT basal.
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Os resultados s@o expressos em logaritmos.

Quaisquer que sejam os parametros ou métodos de
andlise utilizados, os resultados demonstram que nao
hé diferenca significativa entre as duas populacoes de
individuos estudados. Assim, a idade ndo parece ser
um parametro importante no que diz respeito a ex-
pressao de FT basal ou estimulado por LPS. Nao seria
o FT em monécitos, o parametro de risco capaz de ex-
plicar uma maior prevaléncia de risco trombotico em
funcao da idade.

Dessa forma, estudos posteriores comparando os
niveis de FT de mondécitos entre uma populacgéao sadia
e outra apo6s episddio trombético, podem ser bastante
promissores (ou elucidativos) no que diz respeito a
contribuicao do FT para desencadear o processo trom-
boético por si s6, excluindo a idade como fator de risco.
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Caracterizacao bacteriana
em culturas de ponta de cateter
no Hospital Geral de Fortaleza

Catheter tip’s bacterial caracterization from Fortaleza’s General Hospital

Everardo Albuquerque Menezes®; Cecilia Beatriz Fiuza Favali®; Francisco Afrdnio Cunha®;
Maria Nubia Cavalcante Salviano® & Maria Rozelé Ferreira Angelo®

RESUMO - Este trabalho caracterizou a microbiota bacteriana presente em culturas positivas de ponta de cateter no
Hospital Geral de Fortaleza — SUS durante o ano de 2000, verificando as bactérias mais freqlientes e seu perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos. As pontas de cateter foram roladas em dgar sangue e 4gar Mac Conkey, incuba-
das por 24 horas a temperatura de 35°C. As culturas positivas foram submetidas a identificacédo e teste de suscep-
tibilidade a antibioticos por metodologia automatizada (ATB - Bio Mérieux). Foram realizadas um total de 217
culturas de ponta de cateter, das quais 124 foram positivas (57%). As bactérias mais freqiientes foram: Staphylococ-
cus sp coagulase negativa e Pseudomonas aeruginosa. Dentre os estafilococos ndo-produtores de coagulase, 63%
foram resistentes a oxacilina, sendo a Vancomicina o antibidtico mais eficiente. Quanto as Pseudomonas, ao Imipe-
nem e Colistina foram sensiveis.

PALAVRAS-CHAVE - Ponta de cateter, Staphylococcus coagulase negativa, Pseudomonas aeruginosa.

SUMMARY - This study has characterized the bacterial microbioth in positives cultures at catheter tip in the Fortale-
za’s General Hospital - SUS, during the year of 2000, were verified the bacterias more frequent and your profile of
susceptibility at the antibiotics. The catheter tip were rolled in the blood agar and MacConkey agar, incubated at
35°C for 24 hours. The positive culture were identified for ATB (Bio Mérieux) method and also the susceptibility tests.
Were accomplished 217 cultures of the catheter tip, 124 were positives (57%). The bacterias more frequents were:
coagulase negative Staphylococcus and Pseudomonas aeruginosa. The coagulase negative Staphylococcus showed
the resistente of 63% to the Oxacilina and the Vancomicina was more susceptible. In relation the Pseudomonas
aeruginosa, Imipenem and Colistina were more susceptible.

KEYWORDS - Catheter tip, coagulase negative Staphylococcus and Pseudomonas aeruginosa.
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INTRODUGAO

tualmente hd uma crescente preocupacdo com a
caracterizacdo da microbiota hospitalar, ja que a
questdo da infeccao hospitalar vem-se tornando alvo
da preocupacao dos profissionais de satde que traba-
lham no ambiente hospitalar''.

O cateterismo vascular tem-se tornado uma préatica
vital e frequiiente na medicina atual. Sabe-se que a pre-
senca do cateter aumenta o risco de colonizacao e dis-
seminacao de microrganismos, sendo este, na maioria
das vezes, responsavel pela disseminacao bacteriana
nos doentes internados, principalmente nos bercarios
de alto risco e Unidades de Terapia Intensiva (UTIs)'®.

Por estar em contato diretamente com a corrente
sangliinea, a colonizacdo da ponta de cateter oferece
um risco iminente de disseminacdo destas bactérias
para o sangue. Cateteres colonizados por 15 ou mais

Unidades Formadoras de Colonias (UFC) constituem
uma importante fonte de infeccao. Logo podem cau-
sar facilmente uma bacteremia ou até septicemia®.

A barreira da pele é rompida pelo uso de cateteres
intravenosos. Quanto mais tempo eles permanecem no
local, maior o risco de infecc¢ao local e bacteremia. Um
em cada 100 pacientes desenvolvem bacteremia ad-
quirida no Hospital, metade dos quais sao resultado
da implantacao de dispositivos intravenosos. Existem
diferentes areas, desde o frasco até o cateter intrave-
noso, onde a colonizacao pode ocorrer durante a tera-
pia intravenosa. O risco de infeccao relacionada ao
cateter intravenoso é geralmente influenciado pelo tipo
de cateter e a duracédo da cateterizacao®.

O isolamento dos Estafilococos Nao Produtores de
Coagulase (ENPCs) em materiais clinicos, pode tra-
zer duvida, pois esta bactéria pode tanto ser um con-
taminante da pele quanto um causador de bacteremia,

Recebido em 18/3/2002
Aprovado em 16/4/2002
* Trabalho realizado no Laboratério de Patologia Clinica do Hospital Geral de Fortaleza - SUS;
'Departamento de Andlises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Farméacia Odontologia e Enfermagem da Universidade Federal do Ceara;
2Farmacéutica Bioquimica do Hospital Geral de Fortaleza - SUS
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posteriormente a colonizacdo de cateteres. Estas bac-
térias estdo presentes nos varios sitios anatémicos do
nosso corpo'?.

O género Pseudomonas tornou-se o quarto patége-
no nosocomial mais isolado nos ultimos anos, sendo a
causa de cerca de 10% de todas as infecgdes contrai-
das em hospital. Apesar de nao ser considerada po-
tencialmente patogénica para pessoas saudaveis, as-
sume importante papel em diversas infeccoes em pa-
cientes hospitalizados, debilitados por doencas croni-
cas ou sob o tratamento prolongado com quimiotera-
picos. Atualmente, o género Pseudomonas (principal-
mente a Pseudomonas aeruginosa) tem sido causa de
septicemia e 6bitos associados ao uso de cateteres, prin-
cipalmente em UTI*.

Devido ao exposto acima, nosso objetivo foi carac-
terizar a microbiota bacteriana presente em culturas
positivas de ponta de cateter no Hospital Geral de For-
taleza durante o ano de 2000, identificando as bacté-
rias mais frequentes e tracar o perfil de sensibilidade,
aos antimicrobianos, das bactérias mais freqiientes.

MATERIAL E METODOS

Coleta

A pele do paciente foi descontaminada ao redor do
cateter com 4lcool iodado ou equivalente. Foi retirado
o cateter com cuidado para que nao houvesse conta-
minacéo. Foi cortada a ponta do cateter (em torno de
5cm) com bisturi estéril e esta foi colocada em frasco
estéril com tampa de rosca.

Transporte

A amostra foi transportada imediatamente para o
Laboratoério de Patologia Clinica do Hospital Geral de
Fortaleza.

Semeadura

A semeadura foi realizada logo apds a chegada da
amostra. Com o auxilio de uma pinca estéril foi retira-
da a ponta do cateter e esta foi rolada por toda a exten-
sdo da placa de 4gar-sangue e &gar MacConkey, repe-
tindo o movimento por quatro vezes. (Método semi-
quantitativo de Maki)*.

Isolamento

A amostra foi incubada a temperatura de 35°C por 24
horas. Foi verificado o crescimento e as colonias foram
contadas em Unidades Formadoras de Coldnias (UFC)>°.
Nos casos em que ndo houve crescimento nas primeiras
24 horas, a placa foi reincubada por mais 24 horas.

Identificagcao bacteriana e Teste de Susceptibilidade
aos Antibiéticos (TSA)>#*°

As coldnias obtidas, com contagem superior a 15ufc,
foram submetidas a coloracdo de Gram e classificadas
em cocos Gram-positivos e bacilos Gram-negativos.
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* Os cocos Gram-positivos foram submetidos a pro-
va da catalase, para diferenciar os estafilococos
dos estreptococos.

* Os bacilos Gram-negativos foram submetidos a
prova da oxidade para diferenciar os fermenta-
dores dos ndo fermentadores.

* Os cocos Gram-positivos catalase negativos fo-
ram submetidos a prova da Coagulase.

* Os bacilos Gram-negativos foram identificados
pelo método semi automatizado ATB (BioMé-
rieux).

* Os testes de susceptibilidade aos antibioéticos fo-
ram realizados também pelo método ATB (Bio-
Mérieux).

RESULTADOS

A Figura 1 apresenta a relagao entre culturas posi-
tivas e negativas de ponta de cateter do Hospital Ge-
ral de Fortaleza durante o ano de 2000. Num total de
217 culturas realizadas, 93 (43%) foram negativas e
124 (57%) foram positivas.

A Figura 2 classifica o tipo de infeccdo (hospitalar
ou comunitdria) em culturas positivas de ponta de ca-
teter. Num total de 124 culturas positivas, temos 119
(96%) de origem hospitalar enquanto apenas 5 (4%)
de origem comunitéria.

A Tabela I mostra as bactérias freqiientes em cultu-
ras positivas de ponta de cateter. As bactérias mais iso-
lados foram os Estafilococos Nao Produtores de Coa-
gulase (25%), seguidos do género Pseudomonas (22%).

A Tabela IT apresenta o perfil de sensibilidade dos
Estafilococos Nao Produtores de Coagulase. Verifica-
se o alto indice de resisténcia a ampicilina e penicili-
na (93 e 96% respectivamente), a sensibilidade de 100%
a vancomicina e 63% dos isolados resistentes a oxaci-
lina.

A Tabela III apresenta o perfil de sensibilidade do
género Pseudomonas. Verifica-se que a colistina (100%
sensivel), Imipenem e netilmicina (ambos 90% sensi-
veis) apresentam uma boa sensibilidade. Por outro lado
a sulfa + trimetoprim apresentou um alto indice de
resisténcia (95%).

Positivas Negativas

43%
57%

FIG. 1 - Relagao entre culturas positivas (57%) e negativas (43%) de ponta
de cateter. (Total: 217 culturas).

4% o
Comunitaria

96%
Hospitalar

FIG. 2 - Classificagao do tipo de infeccao em culturas positivas de ponta
de cateter. (Infecgao hospitalar: 124).
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TABELA |
Bactérias freqiientes em culturas positivas de ponta de cateter
no Hospital Geral de Fortaleza no periodo de janeiro a dezembro de 2000

Microrganismo N °de isolados

Estafilococos nédo produtores de coagulase 31

Pseudomonas aeruginosa 25

Klebsiella pneumoniae 17

[uy
N

Serratia marcescens

Estafilococos produtores de coagulase

Acinetobacter baumannii

Enterobacter aerogenes

Enterobacter cloacae

Escherichia coli

BGN naéo identificado

Pseudomonas putida

Proteus mirabilis

Streptococcus sp

Enterobacter amnigenus

Salmonella sp

L Ll Ll L D S B Y S S A R

Strenotrophomonas maltophilia

Total 124

TABELA 1l
Perfil de sensibilidade dos estafilococos nao-produtores de coagulase no
Hospital Geral de Fortaleza no periodo de janeiro a dezembro de 2000

Antibiético % de sensibilidade % de resisténcia
Oxacilina 37 63
Penicilina 4 96
Ampicilina 7 93
Vancomicina 100 0
Ceftriaxona 50 50
Imipenem a7 53
Tetraciclina 78 22
Eritromicina 37 63
Clindamicina 40 60
Gentamicina 20 80
Amicacina 57 43
Rifampicina 56 44
Quinolonas 53 47
Sulfa + Trimetoprim 58 42

TABELA Il
Perfil de sensibilidade das Pseudomonas aeruginosa
no Hospital Geral de Fortaleza no periodo de janeiro a dezembro de 2000

Antibiético % de sensibilidade % de resisténcia
Netilmicina 90 10
Gentamicina 48 52
Amicacina 46 54
Tobramicina 34 66
Carbenicilina 23 77
Imipenem 90 10
Cefotaxima 28 72
Ceftriaxona 28 72
Ceftazidima 35 65
Ticarcilina 34 66
Piparacilina+Tazobactam 54 46
Colistina 100 0
Cefepime 50 50
Aztreonam 50 50
Sulfa + Trimetropim 5 95
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DISCUSSAO

No presente trabalho foi verificado que de um total
de 217 culturas de ponta de cateter, 124 foram positi-
vas, representando uma porcentagem significativa de
57%. (Figura 1) sendo 96% destas infeccdes classifica-
das como hospitalares (Figura 2).

Quanto a frequéncia de bactérias, percebemos que
o primeiro lugar ficou com os Estafilococos Nao Pro-
dutores de Coagulase que, apesar de fazerem parte da
microbiota normal da pele, vem ganhando importan-
cia na atualidade, estando relacionados ao aumento
de morbidade em doentes internados em UTI e bercé-
rios de alto risco, como verificado por Tenover et al.'®.

O isolamento dos Estafilococos Nao Produtores de
Coagulase (ENPCs) nestas culturas pode trazer duvi-
da, pois esta bactéria pode tanto ser um contaminante
da pele quanto um causador de bacteremia, posterior-
mente a colonizacdo de cateteres®. Esta dificuldade se
agrava quando as ufcs encontradas na amostra apre-
sentam valores limitrofes (por exemplo: 10-20 ufcs).
Nestes casos o diagnostico clinico auxilia muito a in-
terpretacdo destes resultados. J& a presenca de outros
patogenos é bem mais caracteristica de colonizacéao
do cateter (por exemplo: Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e outras).

Em segundo lugar, com uma diferenga minima, vem
a Pseudomonas aeruginosa . Esta espécie assume um
papel muito importante em doentes hospitalizados, nos
quais, torna-se potencialmente patogénica, estando
bastante associada aos casos de septicemia e 6bitos
associados ao uso de cateteres, principalmente em
UTIs" (Tabela I). Mortagua et al.® & Souza et al.’?, em
um trabalho semelhante ao nosso no Instituto Lauro
de Sousa Lima também coloca a Pseudomonas como
umas das bactérias mais isoladas e bastante resistente
aos antimicrobianos testados. A Pseudomonas aerugi-
nosa, apesar de nao ser considerada potencialmente
patogénica para pessoas saudaveis, assume importante
papel em diversas infeccoes em pacientes hospitaliza-
dos, debilitados por doengas cronicas ou sob o trata-
mento prolongado com quimioterdpicos’.

Quanto a eficdcia dos antimicrobianos aos Estafi-
lococos Nao Produtores de Coagulase, verifica-se que
63% dos isolados sao resistentes a oxacilina. Tal resis-
téncia somada a outros fatores vem favorecendo o au-
mento das infec¢des causadas por estes microrganis-
mos*. A Vancomicina é o antimicrobiano mais eficaz,
tendo acdo sobre todos os microrganismos isolados
(Tabela 2 ). Os antimicrobianos menos eficazes foram
a Penicilina e a Ampicilina. Este mesmo dado ja é bas-
tante discutido na literatura'?.

Em relacdo ao género Pseudomonas, verificou-se
que a Colistina, Imipenem e a Netilmicina foram os
antibacterianos mais eficazes (Tabela 3). A Sulfa + Tri-
metropim apresentou o maior indice de resisténcia
(95%), seguido da carbenicilina (77%) e da cefotaxima
e ceftriaxona (ambas com 72%). Resultados semelhan-
tes foram obtidos por Mortdgua et al.® & Souza et al.”®.

Com os resultados obtidos neste estudo esperamos
sensibilizar os profissionais de satide ao uso indevido
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e indiscriminado de antibidticos pois, segundo Tava- 9.
res', esta é a razdo da principal resisténcia bacteriana 10
nosocomial que estd acontecendo em todo o mundo.
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Frequéncia de leveduras isoladas
em maos de profissionais de saude

em um hospital publico de Joao Pessoa-PB’

Frequency of yaest isolated from hands of healthcare workers
in a public hospital at Joao Pessoa - Paraiba, Brazil

lolanda Beserra da Costa Santos®; Neuza Maria Cavalcante Oliveira®; Geofabio S. Casimiro®;
Danilo Elias Xavier®; Isabele B. Santos® & Edeltrudes de Oliveira Lima*

RESUMO - As méos colonizadas podem carrear espécies de fungos que sdo capazes de causar infecgdo em pacien-
tes imunocomprometidos no ambiente hospitalar. Foram coletadas 183 amostras clinicas oriundas de espacgos in-
terdigitais e 151 de escamas ungueais em maos de profissionais de satide de sete setores do Hospital Universitario
Lauro Wanderley de Jodo Pessoa-PB, objetivando identificacdo de espécies de leveduras utilizando os métodos
classicos e o comercial CHROMagar®. A coleta dos dados foi realizada de outubro de 2000 a maio de 2001, e as
amostras foram processadas no Laboratoério de Micologia do DCF/CCS/UFPB. Os resultados demonstraram que as
clinicas Cirturgica e Médica tiveram maior participacdo 33/183 (18,0%) profissionais. As categorias mais trabalha-
das foram: técnicos e auxiliares de enfermagem 116 funcionarios, com exames de interdigitos, 94 escamas un-
gueais. Obteve-se uma positividade de 57/183 (31,1%) de colonizacao dos espacos interdigitais, 14/151 (9,3%) de
escamas ungueais. Houve prevaléncia de Candida parapsilosis 34/57 (59,6%), Candida tropicalis 16/57 (28%) nos
espacos interdigitais. Os achados mostraram freqiéncia de Candida parapsilosis, 08/14 (57,1%) em escamas un-
gueais, enquanto C. tropicalis e C. albicans apresentaram 03/14 (21,4%). Concluiu-se que, a Candida parapsilosis
foi prevalente e que, juntamente, com as demais espécies constituem um problema, quando se encontram em
ambiente propicio para seu desenvolvimento e disseminacéo.

PALAVRAS-CHAVE - Profissionais de saude, leveduras, hospital.

SUMMARY - Colonized hands can dissemine opportunistic yeasts and develop infections in immunocompromised
patients. The pourpose of this study was to determine the yeasts frequency in the health care workers (HCWs) hands,
at the different wards of a University Hospital “Lauro Wanderley” linked to the Federal University of Paraiba, in Jodo
Pessoa/Brazil. Were studied 183 from interdigital spaces, and 151 from ungueal squames, obtained between October
2000 and May 2001, and processed by classical methods and using the alternative CHROMagar. The majority of the
samples were from the medical and surgical wards, with 33/183 (18.0%) HCWs each one, and main professional
cathegory was the Technical Nurse with 116 samples from interdigital spaces and 94 ungueal squames. The results
indicate a positivity of 14/151 (31.1%) to interdigital colonization, as well as, 14/151 (9.3%) to the ungueal squames,
whith the prevalence in the interdigital spaces of Candida parapsilosis (59.6%) and Candida tropicalis (28.0%)
respectively. These clinical findings demonstrate that Candida parapsilosis reach 57.1% of frequency from ungueal
squames, Candida tropicalis and Candida albicans (21.4%) each one. In conclusion, must be considered that Candi-
da parapsilosis and the others species constitute an important problem when exists conditions to the development
and dissemination of these microrganisms.

KEYWORDS - Health care workers, yeasts, hospital.
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INTRODUGAO

Historicamente, as espécies do género Candida fo-
ram estudadas por Langenbeck, em 1839, que ob-
servou a mais importante levedura patogénica ao ho-
mem, em aftas bucais de um paciente com tifo, tendo
considerado erradamente esse microrganismo como o

agente etiologico da doencga. Posteriormente, em 1842,
David Gruby definiu a candidiase oral e classificou esse
microrganismo como Sporotrichum. Berg em 1846,
também estudou detalhadamente o organismo e o re-
lacionou com a candidiase oral. Alguns anos depois
em 1923, Berkhout transferiu esse patégeno para o gé-
nero Candida e o alocou na espécie C. albicans'!. Para
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Richardson et al., 1994, o termo candidiase é usado
para referir infecgdes no organismo pelo género Can-
dida e nao apenas pela C. albicans.

O ser humano encontra-se constantemente exposto
aos fungos oportunistas, sendo que a maioria das pes-
soas tolera este contato sem conseqiiéncias mais sé-
rias para sua saude e outras pessoas podem desen-
volver alguns tipos de reacao'. Na verdade, existem
duas razoes basicas para que isto aconteca: a primei-
ra estd relacionada com os individuos imunologica-
mente competentes, que possuem alta resisténcia a
colonizacao por fungos e a segunda, esta relaciona-
da a baixa viruléncia fungica. Todavia, outros fatores
intrinsecos e extrinsecos importantes a serem consi-
derados estdao relacionados com a debilidade do
hospedeiro, tornando, por isso estes fungos patogé-
nicos pela vulnerabilidade do sistema imunolégico,
permitindo a colonizacdo de varios 6rgaos'’. Consi-
derando ainda os fatores ligados a infeccao por fun-
gos, pode-se apontar a negligéncia na higienizacéo
das maos dos profissionais de diferentes setores do
hospital, possibilitando, dessa forma, a disseminacao
de infeccoes®.

O papel da microbiota, cuja préopria Candida faz
parte, no controle das infecgdes por espécies desse
género se d4 através da formacao de uma barreira fisi-
ca entre a mucosa e a levedura, o que interfere com o
processo de adesao desses microrganismos. Se essa
microbiota é suprimida, a colonizacao por Candida co-
mensal pode aumentar em virtude da disponibilidade
de receptores celulares'®. A maioria dos fungos prove-
nientes do meio externo ndo apresenta uma virulén-
cia cléssica, isso é inerente a propria espécie fungica.
Mas, os fungos que se depositam sobre a pele e muco-
sas e os que sao inalados nao produzem nenhum dano,
desde que as barreiras naturais de defesa do hospe-
deiro estejam integras, pois estas impedem a instala-
cdao desses fungos, a producado de reacao tecidual, e
conseqiientemente doencas®"’.

Em década recente, estudo epidemioldgico sobre
infecgdes fungicas tem sido valorizado e requerido
atencao especial por parte dos especialistas no assun-
to, seja pela caracterizacdo ao nivel de espécie ou para
melhor trabalhar o problema do processo de infeccao
e o modo de transmissao pelo qual estes microrganis-
mos se reproduzem’. Muitos fungos que anteriormen-
te eram reconhecidos como nédo patogénicos, passa-
ram a ser hoje imputados como causas de infecgoes
pelo comprometimento no grupo de pacientes com
imunossupressao transitéria ou permanente, como nos
casos de leucemia, linfomas, Diabetes mellitus, can-
cer, SIDA e outras causas que deprimem o sistema
imune'®'’.

A candidiase é a mais freqiiente infeccao fungica
oportunista no hospital. Essas infeccées tém apresen-
tado a prevaléncia de 80% nos hospitais terciarios do
Brasil. E um indice preocupante, no que se refere a
mortalidade relacionada por candidiase, que gira em
torno de 40% na atribuida e 60% na associada’. Tradi-
cionalmente, sabe-se que a Candida é capaz de cau-
sar doenca no homem, produzindo diversos tipos de
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quadros clinicos, entre estes: lesdes cutdaneo-mucosas,
sistémica ou visceral e alérgica.

As lesdes cutdneos-mucosas acontecem com aco-
metimentos de pele, unhas, mucosas orofaringeas e
genitais. A sistémica ou visceral caracteriza-se por sin-
tomatologia infecciosa localizada e que, em algum
periodo de sua evolucdo, disseminou-se para outros
6rgaos por via hematogénica ou de forma exdégena
como no caso de disseminacédo por infusao de liquidos
contaminados. Nas alérgicas, o organismo podera re-
agir de trés maneiras: a primeira pode nao apresentar
lesdo clinica e o teste imunoldgico ndo aparece positi-
vo; a segunda apresenta auséncia de manifestacdes
clinicas e provas imunoldgicas positivas, caracterizan-
do apenas um contato com um tipo de leveduras em
algum tempo e, por ultimo, a alérgica, que se caracte-
riza por quadros clinicos diversos, onde se observam
lesdes cutaneas do tipo vesiculosas, lesdes eczematoi-
des estéreis, encontradas nos espacos interdigitais das
maos e/ou em outras partes do corpo, que desapare-
cem com a resolucao da infeccao por Candida.

As micoses superficiais causadas por leveduras ca-
racterizam-se por se encontrarem restritas a regido
superficial da pele ou das mucosas, nao atingindo a
derma e nem a submucosa, ndo produzindo desta for-
ma, reacoes granulomatosas. As micoses superficiais
sdo produzidas mais freqliientemente por leveduras do
género Candida, mas, existem outras espécies como
Malassezia, Trichosporon, Geotrichum e Cryptococcus
que podem também estar envolvidas nesse quadro cli-
nico*'8,

O quadro clinico relacionado a candidiase cutaneo-
mucosa inclui acometimento de pele e seus anexos,
mucosas e regides genital e anal'’. A candidiase cuta-
nea superficial pode ser observada, como tendo ori-
gem primadria, comprometendo regides onde ha exu-
dacao excessiva e maceracao. As pessoas obesas, al-
codlatras e diabéticas apresentam uma maior predis-
posicao a infeccoes por Candida. Nestes casos, as le-
soes sdo mais encontradas nas regides inframamadrias,
infraptbicas, axilares, inguinocrurais e nas pregas
suprapubicas. Outros sitios anatdomicos comprometi-
dos estdo relacionados as regides interdigitais palma-
res e plantares. O principal fator predisponente é a
atividade ocupacional, na qual a exposicdo a d&gua fa-
vorece a maceragao'.

Com o aumento na incidéncia de infeccées causa-
das por fungos ap6s o surgimento da AIDS, que deter-
minou um grande numero de individuos imunodefi-
cientes na populacdo, a micologia passou a interessar
médicos e profissionais do laboratério clinico. Neste
sentido, o diagnéstico micolégico baseado no exame
direto e em meios disponiveis no mercado tornou-se
muito procurado. Em funcao disto, diversos protoco-
los para identificacdo desses agentes tém sido desen-
volvidos.

Pfaller et al., 1996, utilizaram o CHROMagar® para
identificar de forma rapida leveduras do género Can-
dida a partir de culturas de vigilancia obtidas de pa-
cientes internados em clinica cirtrgica e UTI neona-
tal. O presente estudo foi conduzido com o objetivo de
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verificar a freqiiéncia de leveduras em espacos inter-
digitais e escamas ungueais de profissionais da satude
que trabalham nas clinicas de internacdo e no bloco
cirdrgico do Hospital Universitario e identificar as es-
pécies de leveduras mais prevalentes nas méos destes
profissionais, através dos métodos cldssicos e do co-
mercial CHROMagar®.

METODOLOGIA

A pesquisa teve o enfoque quantitativo, com deno-
minacdo experimental que Rossi Junior (1990) descre-
ve como requisito existencial na obtencao de novas
verdades para a ciéncia. O estudo foi realizado no pe-
riodo de outubro de 2000 a maio de 2001 nos diferen-
tes setores (clinica cirurgica, clinica médica, clinica
pediatrica, clinica obstétrica, doencas infecto conta-
giosas, bloco cirurgico e centro de terapia intensiva)
do Hospital Universitario “Lauro Wanderley" da Uni-
versidade Federal da Paraiba, considerado de grande
porte, funcionando com 240 leitos e atendendo a to-
das as especialidades. Levou-se em consideracao os
aspectos éticos e legais da pesquisa que envolve seres
humanos, preconizados pela Resolugcdo 196/96 do
Conselho Nacional de Saude', no que diz respeito ao
termo de consentimento livre e esclarecido.

A populacao constituiu-se de 334 manuseios das
maos direita e esquerda (MD e ME) de profissionais
de saude em servico, sendo 183 amostras procedentes
de espacos interdigitais coletadas por meio de "swab"
estéril umedecidos em solucdo salina e colocados no
tubo de ensaio, identificado com etiquetas autocolan-
tes, indicando a clinica de origem do funcionério e a
categoria funcional, e 151 raspagens de escamas un-
gueais das maos direita e esquerda com auxilio de 1a-
mina microscopica, utilizando placas de Petri peque-
nas que eram colocadas abaixo das maos para receber
os fragmentos no momento da raspagem das unhas, e
que também foram identificados com o mesmo nime-
ro do formulério para em seguida serem transportadas
ao laboratorio.

Para isolamento das leveduras, as amostras foram
semeadas no meio de Agar Sabouraud-Dextrose adi-
cionado de 40ug/ml de cloranfenicol, e incubadas a
temperatura de 37°C no periodo de 24-48 horas. Para

FIG. 1 - Técnica de coleta das amostras clinicas em escamas ungueais.
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identificacdo das espécies de leveduras, utilizou-se os
métodos classicos e em paralelo o meio denominado
CHROMagar®. No primeiro método, foi realizado mi-
crocultivo em agar arroz contendo Tween-80, para ob-
servacao de pseudo-filamentacao e clamidosporo, e
provas bioquimicas incluindo zimograma, auxonogra-
ma e urease para avaliacdo do comportamento bioqui-
mico de género Candida®*%"".

No método comercial CHROMagar®, o meio foi
preparado de acordo com as especificagcoes do fabri-
cante, realizando-se a semeadura na superficie do meio
seguida de incubacéo a temperatura ambiente para
posterior leitura. As leveduras foram identificadas pela
presenca de diferentes pigmentos produzidos a partir
de uma reacdo enzimadtica, espécie especifica, sobre
um substrato cromogénico contido no meio. Foi obser-
vada a presenca de pigmentacao diferenciada para as
diversas espécies de Candida, comparando-se assim
os dois métodos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os dados encontrados na amostragem revelam que,
as 183 coletas realizadas corresponderam a 366 ma-
nuseios, pelo fato de se trabalhar as maos direita e es-
querda dos investigados. Foram coletados 116/183
(63,4%) materiais nos espacgos interdigitais de técni-
cos e auxiliares de enfermagem e 55/183 (30%) de en-
fermeiros. Esses profissionais constituiram a maioria
de toda amostra, portanto, sao mencionados, apesar
de trabalhar outras categorias como mostram as Tabe-
las 1 e 2. Nos exames de escamas ungueais, a maioria
concentrou-se entre técnicos e auxiliares de enferma-
gem, perfazendo um quantitativo de 94/151 (62,3%),
seguido de enfermeiros 45/151 (29,8%) com as demais
categorias menos representativas. Quanto as espécies
de leveduras identificadas, houve uma freqiiéncia para
C. parapsilosis nos espacos interdigitais 34/57 (59,6%),
seguido de C. tropicalis 16/57 (28,0%), para as mes-
mas categorias de profissionais ja citadas. Em relacéao
aos resultados de escamas ungueais, C. parapsilosis
foi encontrada em 08/14 (57,1%), C. albicans 03/14
(21,4%), e C. tropicalis 3/14 (21,4%) dos exames reali-
zados. As clinicas que os profissionais participaram
com mais assiduidade foram: a Clinica Médica e C.

FIG. 2 - Aspecto do crescimento das leveduras no CHROMagar®.
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TABELA |
Distribuicao da populacao que realizou exames
de interdigitos segundo a categoria funcional
e a clinica de trabalho

TABELA Il
Distribuicao da populacao que realizou exames
de escamas ungueais segundo a categoria funcional
e a clinica de trabalho

Categoria funcional

Clinica . ‘
Aux. |Enfer- Opera- | Secre- |Assist. Nutri-  [Esta-  [Sub %

enferm. | meiro Técrico Médico cional | tario | social [cionista | gidrio | total

Categoria funcional

Clinica
. - o | Opera- | Secre- | Nutri- | Sub 0
enern. | meio | TENCO [ MEARO | ol | o fcomste | ol |

Cirlrgica 22 09 - - - 02 - - - 33 | 180

Cirlrgica 19 08 - . 01 01 - 29 192

Médica 21 09 02 - - - 01 - - 33 | 180

Médica i 07 03 . - . - 21 179

Pedidtrica 16 08 - - 01 - - - 01 [ 26 | 142

Peditrica 14 08 - . 01 . - 23 152

Obstétrica 15 08 02 - - - - - - 25 | 137

Obstétrica 13 07 01 . 01 . - 22 146

DIC 12 07 01 01 - - - - - 21 | 115

DIC 10 05 01 01 - - - i 113

B. cirdrgico 11 04 01 01 - - - - - 17 93

B. cirdrgico 09 03 01 - - - 13 86

T 08 05 | 05 01 | 02 01 - 01 - 23 | 126

CTl 04 05 02 02 03 01 01 18 119

QOutros 05 - - - - - - - 05 | 27

QOutros - 02 - - - - - 02 13

Total 105 | 5 11 03 | 03 03 01 | 01 01 | 183

Total 86 45 08 03 06 02 01 151

% 574 1300 [ 60 [ L7 | 47 | L7 ] 05 | 05 [ 05 100

% 56,9 298 53 20 39 14 07 100

TABELA 11l
Distribuicao de espécies do género Candida
isoladas nos espacos interdigitais de profissionais
segundo a clinica analisada

TABELA IV
Distribuicao de espécies do género Candida
isoladas de escamas ungueais de profissionais
segundo a clinica analisada

Géneros

Clinica
C. C. C. C.
parapsilosis | tropicalis  btellatoidea Quillermondii
Cirlrgica 11 01 - - 12
Médica 03 02 - - 01 06

T. beigelii Subtotal

Clinica C. parapsilosis C.tropicalis C. albicans Subtotal

Cirlrgica - 01 - 01
Médica 01 - - 01
Pedidtrica 02 01 01 04

Pedidtrica 04 07 - - - 1
Obstétrica 05 02 01 - - 08
DIC 03 02 01 - -

B. cirdrgico 01 01 - 02 - 04
CTl 07 01 - 02 10
Total 34 16 02 04 01 57
% 50,6 280 3,6 70 18 100

Obstétrica 04 - - 04
DIC 01 - 01 02
CTl - 01 01 01
Total 08 03 03 14
% 511 214 214 100

Cirtargica com 33/183 (18,0%) de funcionarios nos exa-
mes dos espacos interdigitais, e 29/151 (19,2%) de es-
camas ungueais da Clinica Cirturgica, seguido da Cli-
nica Médica 27/151 (17,9%).

Em relacao as cepas de leveduras encontradas, es-
tudos como os de Heredia (1993), Lemes (1998); Ma-
rino (1998), revelaram cepas semelhantes. Tais dados
demonstram que, a microbiota hospitalar das méaos de
profissionais de satide do hospital pesquisado se asse-
melha aos demais, quando comparado a outros traba-
lhos que foram realizados no Brasil. Com relacao aos
resultados do laboratério, quando combinados os tes-
tes classicos morforlégicos e bioquimicos, com o mé-
todo comercial CHROMagar®, observa-se que houve
uma excelente semelhanca na identificacao das leve-
duras, em praticamente 100% de todas as amostras
consideradas. A Uinica cepa que apresentou discordan-
cia foi na identificacao da C. parapsilosis sem implica-
¢do maior para a finalidade a que o estudo se propds,
as demais se confirmaram com os testes classicos. A
C. parapsilosis por ser a mais prevalente do grupo das
espécies encontradas, foi detectada divergéncia quan-
do co-relacionada com as demais leveduras isoladas.
As cepas de T. beigelli tém importancia clinica quando
comparadas as demais leveduras encontradas, todos
os achados se constituiram de grande relevancia no
estudo.

A exemplo de outros trabalhos que estudaram
leveduras, nossos achados indicam, em primeira ins-
tdncia, a importdncia em se adotar uma metodologia

12,19
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simples que possibilite a identificacdo rdpida das amos-
tras com evidéncias de leveduras e que possa ser utili-
zada como orientacdo na terapéutica clinica de algu-
mas micoses superficiais da pele, maos e unhas de
profissionais atuando no ambiente hospitalar. A maio-
ria dos fungos provenientes do meio externo, ndo apre-
senta uma viruléncia classica, sendo esta inerente a
propria espécie fungica. Mas, os fungos que se depo-
sitam sobre nossa pele e mucosas e os que sao inala-
dos, ndo produzem nenhum dano, desde que as bar-
reiras naturais de defesa do hospedeiro estejam inte-
gras, impedindo a instalacao desses fungos com dano
tecidual e, por conseguinte, doencas. A maioria dos
fungos encontrados nao possui significado clinico por
constituirem microbiota do homem, mas, quando se
trata de pessoas hospitalizadas, imunocomprometidas
ou que tenham solucdo de continuidade na pele se
configura um problema.

Pdde-se comprovar que o meio CHROMagar® apre-
sentou um padrao de sensibilidade e especificidade
satisfatorio, quando comparado aos testes cladssicos na
identificacdo das leveduras, confirmando que este mé-
todo é simples, rapido e eficaz para pesquisa em labo-
ratorio. Conclui-se, recomendando ao grupo do hospi-
tal, que as leveduras oportunistas, independente da
espécie, tém implicacdes para o doente, pessoal do ser-
vico e para o hospital; que o meio CHROMagar® como
método de identificacdo foi eficaz para a bateria de fun-
gos testados; que existe diferentes espécies de levedu-
ras nas maos dos profissionais do hospital. Sendo as-
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GRAFICO 1 - Distribuigdo de espécies do género Candida isoladas de
escamas ungueais de profissionais de saude segundo clinica analisada.

GRAFICO 2 - Distribuicdo de espécies do género Candida isoladas nos
espacos interdigitais de profissionais de salide segundo clinica pesquisada.
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GRAFICO 3 - Distribuigao da populagao amostral que realizou exames de Interdigitos segundo categoria funcional e clinica de trabalho.

sim, recomenda-se que outras pesquisas sejam realiza-
das utilizando os dados de laboratério para evitar fa-
Ihas na postura terapéutica em presenca de leveduras
nas maos de funciondrios hospitalares.
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Efeito de naringenina
e fruta-de-lobo no diabetes

Naringenin and wolf fruit effects in diabetes

Ténia Toledo de Oliveira®’; Selma Coelho Liberato®; Tanus Jorge Nagem?; Aloisio da Silva Pinto®;
Neuza Maria de Magalhaes'; Ednaldo Queiroga de Lima*; Neuza Maria Costa Brunoro®; Josefina Bressan®;
Marcelo Rocha da Costa®; Rosimar Regina da Silva® & Maria Aparecida Le&o*

RESUMO - O presente trabalho objetiva avaliar o efeito do amido da fruta-de-lobo e do flavonéide naringenina em
coelhos com diabetes induzido por aloxano. Os resultados evidenciaram um aumento estatisticamente significati-
vo no peso de todos os grupos avaliados, sendo maior no grupo controle. Os niveis de colesterol, triacilglicerdéis e
glicose elevaram-se significativamente no grupo tratado com aloxano em relacao ao controle. O grupo tratado com
naringenina e fruta-de-lobo apresentaram uma reducdo estatisticamente significativa nas concentracoes sangui-
neas de colesterol e triacilglicerdis evidenciando a eficdcia de suas acdes como hipolipidémicas. A reducgao dos
niveis de glicose sanguinea de 16,5%, embora néo significativa, mostrou-se importante no grupo de animais trata-
dos com naringenina.

PALAVRAS-CHAVE - Naringenina, fruta-de-lobo, diabetes.

SUMMARY - The present work evaluates the effect of the wolf fruit and flavonoid naringenin in diabetes rabbits
induced by aloxano. The results evidenced a statistically significant increase in the weight of all animal groups,
being larger in the control group. The cholesterol levels, triacilglycerols and glycose increased in the alloxan’s group
relation to the control. The group treated with naringenin and wolf fruit presented a reduction of cholesterol and
triacilglycerols in the blood serum showing an effective action as hypolipidaemic. The reduction of glucose level of

KEYWORDS - Naringenin, wolf fruit, diabetes.

16.5% in the group treated with naringenin, even not statistically significant is important.

J

INTRODUGAO

diabetes acomete, no Brasil, 10% da populacéao

adulta. Constitui um conjunto de desordens me-
tabolicas resultantes da insuficiéncia de insulina ou
de fatores que interferem na acdo desse horménio, que
se inicia pela sua ligacao aos receptores, constituidos
de glicoproteinas, e localizados nas membranas plas-
maticas das células (Smith et al., 1988). A insulina es-
timula o transporte de glicose para dentro dos tecidos
muscular e adiposo, por promover a translocacao de
transportadores de glicose (glicoproteinas) intracelu-
lares para a membrana. Tal efeito é reversivel. Os trans-
portadores retornam para o interior celular apds a li-
beracdo da insulina. A fosforilacao da glicose garante
sua difuséo facilitada para dentro das células (Davis,
Granner, 1996).

A ligacao da insulina aos seus receptores tirosina
quinase na membrana celular estimula a atividade de
proteina quinase, intrinseca ao préprio receptor, espe-
cifica para residuos de tirosina (Sorenson et al., 1994;
Marzzoco, Torres, 1999). O passo seguinte consiste na
autofosforilacao do receptor, que fica ativado desen-
cadeando a fosforilacdo de vérios substratos intrace-
lulares (Kahn, 1998). Os substratos mais estudados sao

proteinas de alto peso molecular, substrato-receptor de
insulina 1 e 2 (IRS-1 e IRS-2). Essas proteinas fosfori-
ladas servem como sitios de ligacéao e ativacao de ou-
tras proteinas intracelulares contendo dominio SH,
(White, Kahn, 1994; Kahn, 1998). Em alguns pacien-
tes com diabetes tipo 2, a expressao do gene Rad que
codifica a proteina Ras, que inibe a captacgéao de glico-
se estimulada por insulina, é elevada no musculo es-
quelético (Kahn, 1998).

Para a convivéncia com essa doenca, ha necessida-
de de um rigoroso controle da glicemia, uma vez que
ainda nao se conhece a sua cura (Ensminger et al., 1994).

Mais de 400 espécies vegetais tém sido citadas
como benéficas no controle do diabetes (Gray, Flatt,
1999). A forrageira Solanum lycocarpum, vulgarmen-
te conhecida como fruta-de-lobo, é uma planta dani-
nha, com uso medicinal (Brandao et al., 1985). Fitote-
rapicos a base de frutos de Solanum lycocarpum St.
Hills tem sido amplamente utilizados no controle do
diabetes, da obesidade e do nivel de colesterol san-
gliineo (Dall'agnol, Poser, 2000). Entretanto, esses fi-
toterdpicos apresentaram efeito téxico no sistema re-
produtivo masculino, com possivel atividade antian-
drogénica, em camundongos tratados com 60 mg (S&
et al., 2000). Embora o nivel de flavonéides nao tenha
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sido determinado em S. Iycocarpum, seu fruto contém
0,26% de solasodina (Kerber et al., 1996, citados por
Dall'agnol, Poser, 2000). Os flavonéis sdo predominan-
tes, porém as flavonas sdo mais amplamente encon-
tradas na subclasse Androceras que em outras Sola-
naceae (Whalen, Mabry, 1979). De 23 vegetais anali-
sados, S. tuberosum (batata) foi o que apresentou me-
nor conteudo de fendis, menor nivel de flavonodides li-
vres e totais e, ainda assim, foi o segundo melhor em
qualidade de antioxidantes, baseado nos fendis totais.
Os vegetais tiveram uma qualidade antioxidante com-
paravel a dos flavondides puros e foram superiores para
as vitaminas antioxidantes (Vinson et al., 1998). Den-
tre os polifendis de Solanum spp., sdo encontrados
antocianinas, cumarinas, derivados do acido cinami-
co, além de quercetina e rutina, e alguns flavonéis gli-
cosilados como kaempferol, miricetina e luteolina (Har-
borne, 1962).

Os flavonéides sdo um grande grupo de compostos
polifenodlicos de origem vegetal, responsaveis por dife-
rentes efeitos bioldgicos, tais como: antibacteriano, an-
tiviral, antiinflamatério, antialergénico, com ag¢oes va-
sodilatadoras, de inibicdo da peroxidacao de lipidios,
de agregacao plaquetdria, e diminuicao da permeabili-
dade capilar e sobre a atividade de algumas enzimas,
como a ciclo-oxigenase e a lipoxigenase (Hertog et al.,
1995). Os flavonoides sao promissores farmacos natu-
rais. A aplicacdo do antiinflamatdrio Daflon 500®, um
medicamento contendo uma fracao de flavonéides pu-
rificados, (90% de diosmina e 10% de hesperidina) re-
duziu a hiperglicemia em ratos diabéticos (Jean, Bodi-
nier, 1994). Os flavondides agem inibindo véarias enzi-
mas como: hidrolases (B-glucuronidase, B-galactosida-
se, lipases e fosfodieterases), liases (DOPA descarboxi-
lase), transferases (catecol 0-metiltransferase), hidroxi-
lases (arilidroxilase), oxirredutases (aldose redutase) e
quinase (hexoquinases) (Havsteen, 1983) e exercem
efeitos como antioxidante, quelantes de cations diva-
lentes e carreadores de radicais livres (Hertog et al.,
1995). Altas concentracoes plasmaticas de isoflavonoi-
des foram encontrados em humanos vivendo em regides
com baixa incidéncia de cancer e doencas cardiacas
(Mazur et al., 1998). Pesquisas tém demonstrado que
alguns flavonodides como por exemplo a genisteina tém
efeito como potente inibidor de tirosina quinase aumen-
tando a liberacdo de insulina (Sorenson et al., 1994).
Outro pesquisadores como Drake & Posner, 1998 suge-
rem que as proteinas tirosinas fosfatases, mais que as
proteinas tirosinas quinases, desempenham um papel
critico na regulacdo da acédo da insulina. A genisteina
tem mostrado acao ativadora daquelas proteinas esti-
mulando a secrecao de insulina.

Hé& mais de dez anos temos pesquisado sobre a far-
macologia e toxicologia de flavonoides de origem na-
tural e sintéticos. Sendo a naringenina encontrada em
frutos citricos e com potencial farmacolégico para di-
versas desordens, optou-se por testa-la junto com ami-
do de fruta-de-lobo que também contera flavonoéides.

Considerando a potencialidade dos vegetais de
apresentar efeitos terapéuticos no controle da glice-
mia, bem como os compostos flavonoidicos, foi desen-
volvido o presente trabalho que objetivou avaliar o efei-
to do amido da fruta-de-lobo e naringenina em coe-
lhos com diabetes induzido por aloxano.

162

MATERIAL E METODOS

Inicialmente foi realizado a extracdo do amido da
fruta-de-lobo, que seguiu as seguintes etapas: higie-
nizacao, trituracao, despolpamento, suspensao em
dgua + amido, decantacao por 24 horas em tempera-
tura ambiente e secagem ao sol, resultando em fra-
coes escura e clara. Esta ultima fragdo tem sido utili-
zada por pessoas no controle da diabetes. Sua compo-
sicdo é 0,34% de proteinas, 0,08% de lipidios, 14,96%
de umidade, 0,03% de cinzas e 94,31% de amido (Mar-
ciano, 1997). Este amido foi utilizado no ensaio biolo-
gico, preparado em nosso laboratorio, e o vegetal foi
colhido em casas de vegetacao na propria UFV.

Em nossas pesquisas temos trabalhado com diver-
sas espécies de animais e todas as buscas tem que en-
volver varias espécies tanto na farmacologia quanto na
toxicologia. Os experimentos foram conduzidos, utili-
zando-se coelhos adultos, machos, da raca Nova Ze-
landia, mantidos em gaiolas individuais em tempera-
tura ambiente que receberam dgua a vontade e 125 g/
dia de ragédo Coelhil R®, Socil Guyomarc H Ind. e Com.
Ltda. Apds jejum de 12 horas, todos os coelhos foram
anestesiados com uma mistura de cloridrato de cetami-
na (20 mg/kg) e cloridrato de 2-(2,6-xilidino)-5,6-dii-
dro-4H-1,3-tiazina (5 mg/kg) por via intraperitonial.

Visando determinar a dose ideal de aloxano para
inducao de diabetes em coelhos, utilizaram-se coelhos,
com peso variando entre 1,1 a 1,8 kg. Os tratamentos
constituiram de 5 doses de aloxano (90, 105, 120, 135
e 150 mg/kg) e um grupo controle com 8 repeticoes.
Cerca de 30 minutos apds a inducao da anestesia, o
aloxano (Sigma®) suspenso em NaCl 0,9%, foi aplica-
do na veia marginal da orelha dos animais. Quatro dias
apos a aplicacdo do aloxano, determinaram-se os ni-
veis sangtiiineos de glicose. Os coelhos foram pesados
um dia antes e 6 dias apds a aplicacdo do aloxano. O
volume méximo da suspensao de aloxano injetado nos
coelhos foi de 2 mL. Selecionou-se a dose de 100mg/kg
para inducao de diabete, levando em consideracao a
dose que fosse capaz de induzir a diabete causando
menor indice de mortalidade. Em todos os coelhos,
excetuando-se os do grupo controle foi administrado
10 mL de glicose Sigma® p.a. 50% (p/v), via intraperi-
tonial, 4, 8 e 12 horas apds a administracdo do aloxa-
no, para evitar hipoglicemia. Foram considerados dia-
béticos os coelhos que apresentaram glicemia igual
ou superior a 180 mg/dL, acompanhada de sintomas
caracteristicos de diabetes como poliuria, polidipsia,
menor ganho, ou mesmo perda de peso.

Para as determinacoes de glicose, coletou-se 5 mL
de sangue de cada animal, através do plexo venoso
retro-orbital. O sangue foi centrifugado a 7100 x g por
15 minutos e a glicose foi quantificada no analisador
multiparamétrico automatico Alizé®.

A seguir, realizou-se outro experimento, adotando
os mesmos procedimentos anteriores, utilizando a dose
selecionada de 100mg/Kg de aloxano. Apés 5 dias da
aplicacao do aloxano, foram selecionados os coelhos
normais e os diabéticos, que passaram a receber, dia-
riamente, os tratamentos abaixo: Grupo 1-(Racéo),
Grupo 2-(Racédo + aloxano), Grupo 3-(Ragédo + aloxa-
no + capsula de 20 mg de naringenina) e Grupo 4-
(Racdo +-aloxano + cédpsula de 40 mg de farinha de
fruta-de-lobo —P6 que foi preparada em cépsulas). Os
niveis sangiiineos de colesterol, triacilglicerdéis e gli-
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cose foram quantificados no analisador multiparamé-
trico automatico Alizé, bem como o peso dos animais,
determinados no primeiro e aos 27 dias. As andlises
estatisticas foram realizadas com os delineamentos
inteiramente casualizados. Utilizou-se teste t (para
confrontar médias e verificar se a estimativa diferia
significativamente de zero) e correlacdo momento pro-
duto de Pearson que é uma medida do grau de corre-
lacao entre duas varidveis. O coeficiente de correla-
cdo varia entre -1 e +1. Se r assume o valor 1, diz-se
que as duas varidveis tém correlacdo perfeita positiva
e se r assume o valor -1, diz-se que as duas variaveis
tém correlacao perfeita negativa. Se r assume o valor
zero, nao existe correlagdo entre as duas variaveis (a
correlacgédo é nula).

Todas andlises estatisticas foram processadas com o
programa "Statistica for Windows 5.5" (Statsoft, 2000).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela I apresenta os resultados de peso e con-
centracdes sanguineas de colesterol, triacilglicerois e
glicose em coelhos normais e diabéticos que recebe-
ram ou nao naringenina e fruta-de-lobo obtidos nos
dias 1 e 27 do experimento.

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna, indi-
ca que nao houve diferenca significativa entre o valor
inicial e o final de cada varidvel, pelo teste t (P < 0,05).

Verifica-se, em relacdo ao peso, aumento estatisti-
camente significativo em todos os grupos durante o
periodo avaliado, sendo este aumento percentualmente
maior no grupo controle, que recebeu apenas racdo. A
diminuicao relativa no ganho de peso observada nos
outros grupos é sintomatico, visto que é uma caracte-
ristica dos animais que se encontram diabéticos.

Os niveis de colesterol, triacilglicerdis e glicose ele-
varam-se significativamente quando se compara o gru-
po tratado com aloxano (G2) e o grupo controle (G1),
que recebeu apenas ragao.

Quando se analisa os resultados, considerando o
inicio e o término do experimento dentro do mesmo
grupo, observa-se que os grupos de animais diabéticos
tratados com naringenina (G3) e fruta-de-lobo (G4) ti-
veram uma reducao estatisticamente significativa nas
concentracdes sanguineas de colesterol e triacilglice-
1r0is, evidenciando a eficacia de suas agoes farmacolo-
gicas como hipolipidémicas. Estes resultados sdo im-
portantes uma vez que os individuos diabéticos, tém
concentracoes séricas de triacilglicerois elevadas, e isto
também leva a producgdo de maiores concentracoes de
glicerol-fosfato que é utilizado pelos animais e huma-
nos para a sintese de triacilgliceréis. A glicose sangtii-
nea atravessa a parede capilar e na célula adiposa pro-
duz glicose-6-fosfato que produz dihidroxia cetona fos-
fato. Esta por sua vez produz acetil coA e a-glicerofos-
fato. Esse ultimo produzird triacilgliceréis (Devlin, 1997).

A reducéo dos niveis de glicose sanguinea no gru-
po de animais tratados com naringenina foi de 16,05%,
correspondendo a um valor de 78,3 mg/dL no periodo
de 27 dias. Levando-se em conta o efeito farmacologi-
co, esta variacdo em um individuo diabético, neste
periodo de tempo, se mostra altamente relevante. E
importante lembrar, ainda, que o paciente diabético
faz uso rotineiramente de medicamentos hipoglicemi-
antes e por periodos prolongados e, portanto, este efeito
da naringenina podera ser substancialmente maior ao
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TABELA |

Peso (g) e concentracoes dos constituintes sangiliineos
(mg/dL) em coelhos testemunhas e que receberam
naringenina ou farinha de fruta-de-lobo

Grupo 3- Grupo 4-
A . Grupo 1- Grupo 2- p p

Parametros Dias ; > (RacAo+ Aloxano | (Ragdo + Aloxano
(Ragao) | (Rago + Mokano) | =, Narngening) | + Frua-de-Lobo)

Peso 1 14700 b 1516,0 b 13283 b 13740 b

27 | 22069a 1861,0 a 17367 a 16230 a

Colesterl 1 12822 4244 2 483a 353,14

21 M4a 3839a 123b 75,7b

Traciglcerds 1 22592 5075a 57113a 5253 a

27 | 1823a 53354 1259 1526 b

Glicose 1 12712 5089 a 48772 5074 a

27 | 1370a 506,0 a 4094 b 4976a

TABELA 1l

Correlacio momento-produto de Pearson'’
entre peso e constituintes sangiiineos
de coelhos ao final do experimento

Peso Colesterol Triacilglicerdis Glicose
Peso — 0,35 -0,44 -0,27
Colesterol 0,70 — -0,20 -0,43
Triacilglicerois -0,88* -0,42 — 077*
Glicose -0,85 0,25 0,82 —
*P < 0,05.

'A diagonal superior expressa a correlagdo baseada em 8 coelhos testemunhas
normais e a diagonal inferior, em 5 coelhos testemunhas diabéticos.

longo do tratamento. Novos estudos deverao ser reali-
zados com doses maiores, durante periodos longos para
permitir uma reducdo maior desse flavonéide.

As correlacdes entre peso e constituintes sangii-
neos sao apresentadas na Tabela II.

De acordo com os resultados, o valor de —0.88 que
correlaciona triacilglicerol x peso demonstrou que o
valor obtido de r foi mais préximo de —1, o que signifi-
ca uma correlacao negativa. Estes resultados estao de
acordo com o esperado, visto que nos diabéticos ha
perda de peso com aumento de triacilglicerol. Por ou-
tro lado, o valor que correlaciona triacilglicerol x gli-
cose, que foide + 0,77, demonstrando que o valorder
foi mais proximo de +1, expressando, assim, uma cor-
relacdo positiva. Isto estd justificado, tendo em vista
que nos individuos diabéticos hd aumento da concen-
tracao de glicose e ao mesmo tempo de triacilglicerol.
As demais correlacoes nao foram significativas.

Em muitos estudos sobre diabetes, com duracao de
varias semanas ou até meses, sdao utilizados animais
cobaias, nos quais é induzido diabetes. Assim, ao ser
aplicado aloxano, deve-se utilizar dose que seja sufi-
ciente para induzir o diabetes, mas nao seja tao alta
que possa matar os animais. A destruicao da maioria
das células B do pancreas que secretam insulina pro-
duz alteracoes complexas e interrelacionadas com a
bioquimica de carboidratos, lipidios e proteinas, equi-
valentes aquelas observadas no diabetes tipo 1 de hu-
manos (Cacini et al., 1993).

Zhao et al. (1987) também observou grande varia-
bilidade quanto aos efeitos diabetogénicos do aloxano
aplicado em coelhos. Uma possivel explicacdo seria
que uma mesma dose de aloxano pode ser suficiente
para destruir grande ntimero das células B do pancreas,
ou mesmo todas, em um animal, induzindo assim a
hiperglicemia, ou a morte.
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O aloxano age especificamente nas células B das
ilhotas pancreaticas, mais precisamente em sua mem-
brana plasmética (Gorray et al., 1983), induzindo ini-
cialmente macica liberacao de insulina, cuja taxa pos-
teriormente é reduzida abaixo dos niveis normais, o
que ird acarretar hiperglicemia, que em coelhos, pode
ocorrer dentro de 48 horas ap6s a aplicacdo do aloxa-
no (Witmer et al., 1992). Essa alta taxa inicial de libe-
racédo de insulina pode causar hipoglicemia fatal (Gor-
ray et al., 1983; Bhimji, Mcneill, 1989). Para evita-la é
comum a administracdo de glicose nas primeiras 24
horas apds a aplicacdo do aloxano. Segundo Bhimji,
Mcneill (1989), essa medida pode reduzir a mortali-
dade de 100% para menos de 10%.

Sundaram et al. (1996) também nao detectaram di-
ferenca significativa entre os tratamentos, embora te-
nham observado reducoes substanciais na glicemia em
coelhos diabéticos, usando formulagdes contendo plan-
tas medicinais e preparacoes minerais com agao hipo-
glicemiante adicionada aos hipoglicemiantes orais,
tolbutamida ou glibenzamida.

Segundo Dall'agnol, Poser (2000), a fruta-de-lobo
(Solanum lycocarpum) possui efeito hipoglicemiante,
atribuido ao contetido de polissacarideos de seu fruto,
que além de retardarem o esvaziamento gastrico e,
consequentemente, a absorcao de glicose e outros
metabolitos para a corrente sangliinea, também agem
em sistemas endocrinos afetando a liberagdo de hor-
monios gastrointestinais e reduzindo os niveis plas-
maticos de glicose. Um outro fator que pode estar en-
volvido no efeito hipoglicemiante do amido da fruta-
de-lobo é a presenca de um glicosidio terpendide, res-
ponsavel pelo aumento da utilizagdo de glicose (Mar-
ciano, 1997).

Marciano (1997) observou que, quanto maior a per-
centagem de amido de fruta-de-lobo na dieta de ratos,
menor foi o ganho de peso. S4 et al. (2000) nédo obser-
varam alteracao de peso em ratos ou camundongos,
recebendo fruta-de-lobo, embora tenham observado
perda de peso na prostata de camundongos e, devido
a isso, sugeriram a ocorréncia de efeito téxico no sis-
tema reprodutor masculino.

O colesterol, um esterol produzido principalmente
no figado a partir do acetato, é transformado em aci-
dos biliares que sao eliminados na bile. Cerca de 95%
destes acidos sdo reabsorvidos no intestino delgado,
voltando ao figado. Essa circulacdo entero-hepética
parece controlar a producéao de colesterol por meio de
um mecanismo de auto-regulacdao negativa. O coles-
terol total é constituido de colesterol livre e esterifica-
do. com acidos graxos (Miller, 1986). Em humanos, os
valores normais de colesterol total, no sangue, variam
entre 150 a 250 mg.dL™. Nos diabéticos, os niveis sao
elevados, podendo chegar a 3600 mg.dL* (Lima, 1985).
Em coelhos, ha registros dos niveis de colesterol em
normais e diabéticos de 71 = 6 e 227 + 27 mg.dL™"
(média * erro-padrao), respectivamente (Bhimji, Mc-
neill, 1989).

Os niveis de triacilglicerdis, ésteres de acidos gra-
x0s com glicerol, em humanos normais, variam de 50
a 150 mg.dL?, sendo maiores nos diabéticos (Lima,
1985). Em coelhos normais e diabéticos sdo de 55 = 6
e 179 + 14 mg.dL"! (média + erro-padréo), respectiva-
mente (Bhimji, Mcneill, 1989).

Niveis de triacilglicerdis plasmaticos variando de
100 a 5500 mg.dL" foram observados em coelhos que
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receberam a mesma quantidade de aloxano. Em coe-
lhos diabéticos, os niveis de colesterol e triacilglice-
r6is foram aproximadamente 3000 e 500 a 7500 mg.dL-
! respectivamente, apds 3 a 4 semanas com dietas con-
tendo esses constituintes (Minnich, Zilversmit, 1989).

Bhimji, Mcneill (1989) constataram que todos coe-
lhos diabéticos tiveram elevacbes significativas nos
niveis de colesterol e triacilglicerdis.

Kurowska et al. (1997) verificaram que coelhos hi-
percolesterolémicos recebendo suco de laranja ou uva,
que representam importantes fontes de naringenina,
tiveram niveis de colesterol-LDL menores (43 e 32%,
respectivamente) que os controles.

A secrecao de insulina é regulada por diferentes
mecanismos, sendo que o mais importante depende
da concentracgdo intracelular de Ca**. O cdlcio é utili-
zado como sinalizador intracelular, ativando uma sé-
rie de reacdes que irdo culminar com a secrecao da
insulina pelas células B do pancreas (Alberts et al.,
1997). O metabolismo da glicose, iniciado pela glico-
quinase, resulta em modificacdo na proporcao ATP/
ADP, que causa inibicdo dos canais de K* sensiveis ao
ATP e despolarizacdo da célula. Isto resulta na ativa-
¢do compensatoria dos canais de Ca** dependente da
voltagem, e consequentemente, aumento do influxo
de Ca*" para dentro da célula b, o qual ativa a fosfoli-
pase A e a fosfolipase C, que provocam formacao de
acido araquidonico, inositol-polifosfatos e diacilglice-
rol. Este mobiliza Ca®" a partir do reticulo endoplas-
matico, elevando ainda mais a concentragdo citossoli-
ca desse cation, que atua como o secretagogo da insu-
lina (DAVIS & GRANNER, 1996). O Ca** é bombeado
ativamente para fora da célula, pela Ca**ATPase pre-
sente na membrana plasmatica e no reticulo endoplas-
matico (Alberts et al., 1997). Os flavondides querceti-
na e, em menor extensao, o floretina, inibiram a ativi-
dade Ca**-ATPase da membrana cerebral, sinaptoso-
mal (Grosman, 1998).

O acumulo de célcio no citossol promove a ativa-
cdo de uma proteina quinase, dependente de célcio,
chamada proteina quinase C, que parece estar direta-
mente envolvida nos processos de secrecao de insuli-
na. Esta proteina quinase C ativaria uma cascata de
fosforilacoes, que induziria a ativacdo de proteinas
reguladoras, que aumentariam a transcricao de genes
que codificam a insulina (Alberts et al., 1997; Marzzo-
co, Torres, 1999).

Outra hipétese de regulacao da secrecdo da insuli-
na seria a ativacao da proteina quinase A por meio do
acumulo de cAMP, no citosol. Esta enzima, por sua
vez, ativaria uma cascata de fosforila¢oes, culminan-
do com a transcricdo de genes especificos para a insu-
lina (Alberts et al., 1997).

Outro mecanismo de regulacao da secrecao de in-
sulina, envolvendo tirosinas quinase, também foi ob-
servado quando a genisteina, um inibidor de tirosina
quinase aumentou a liberacdo de insulina (Sorenson
et al., 1994). Drake, Posner (1998) sugerindo que as
proteinas tirosinas fosfatases, mais que as proteinas
tirosinas quinases, desempenhassem um papel critico
na regulacado da acdo da insulina. A genisteina tem
mostrado agao ativadora daquelas proteinas, estimu-
lando a secrecao de insulina.

Em camundongos, a genisteina provocou um au-
mento, reversivel e dependente da concentracéo, da
liberacdo de insulina pelas células B do pancreas,
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apesar da reducao das concentracdes de cdlcio nessas
células. Esse aumento cessa na presencga de adrena-
lina ou omissdo do célcio extracelular e ndo foi acom-
panhado por qualquer aumento nas concentracoes
de cAMP inositol fosfato ou adenina nucleotideo. A
daidzeina, um andalogo da genisteina, ndo afetou as
tirosinas quinases e foi sensivelmente menos potente
nos canais de Ca** e K*, mas aumentou a secrecdo de
insulina de maneira similar (Jonas et al., 1995). Ex-
trato de folhas de Bridelia ferruginea, contendo ruti-
na reduziu a glicemia de coelhos normais em 40%
(Onunkwo et al., 1996).

CONCLUSOES

O presente trabalho mostrou que diversos meca-
nismos podem ser propostos para justificar os efeitos
hipolipidémico e hipoglicémico dos flavonéides. A
naringenina, nas condi¢oes experimentais deste tra-
balho, apresentou reducéo da concentracao de glicose
sanguinea nos animais diabéticos induzidos por alo-
xano. O tratamento com a fruta-de-lobo, no entanto,
nao apresentou este efeito, que foi demonstrado por
outros autores. Com relacao ao colesterol e triacilgli-
cerdis, os tratamentos com naringenina, bem como a
fruta-de-lobo causaram reducao estatisticamente sig-
nificativa. Estes resultados indicam a necessidade de
prosseguir a busca de substancias com acdes hipolipi-
démicas e hipoglicémicas, que possam futuramente
serem utilizadas na terapia medicamentosa destas
patologias.

AGRADECIMENTOS

Os autores desejam expressar seus agradecimentos
a FAPEMIG - Fundacéao de Amparo a Pesquisa do Es-
tado de Minas Gerais e ao CNPq- Conselho Nacional
de Pesquisas pelo apoio financeiro e bolsas concedidas.

REFERENCIAS

1. Alberts, B.; Bray, D.; Lewis, J.; Raff, M.; Roberts, K.; Watson, J. D. Biolo-
gia molecular da célula. 32 ed. Porto Alegre: Artes Médicas, 1294p. 1997.

2. Bhimji, S.; McNeill, J. H. Isoproterenol-induced ultrastructural alterations
in hearts of alloxan-diabetic rabbits. General Pharmacology, England, v.20,
n.4, p.479-485, 1989.

3. Brandao, M.; Buendia, J. P. L.; Gavilanes, M. L.; Zurlo, M. A.; Cunha, L.

H. S.; Cardoso, C. Novos enfoques para plantas consideradas daninhas.
Informe Agropecudrio, Brasil, v.11, n.129, p.3-12, 1985.

4. Cacini, W.; Harden, E. A.; Skau, K. A. Reduced renal accumulation and
toxicity of cisplatin in experimental galactosemia. Proceedings of the Natio-
nal Academy Science United State of American, v.203, p.348-353, 1993.

5. Dall’'agnol, R.; Poser, G. L.V. The use of complex polysaccharides in the
management of metabolic diseases: the Solanum lycocarpum fruits. Jour-
nal of Ethnopharmacology, England, v.71, p.337-341, 2000.

6. Davis, S. N.; Granner, D. K. Insulina, farmacos hipoglicemiantes orais e a
farmacologia do pancreas endécrino. /n: Hardman, J. G. Limbird, L.E. As
bases farmacoldgicas da terapéutica. Rio de Janeiro: McGraw-Hill Intera-
mericana, 1996.

7. Drake, P.G.; Posner, B. 1. Insulin receptor-associated protein tyrosine phos-
phatase (s): role in insulin action. Molecular and Cellular Biochemistry, USA,
v.182, n.1-2, p.79-89, 1998.

8. Devlin, T. M. Textbook of biochemistry with clinical correlations. Ed Willey
Liss Inc., New York, 1186p., 1997.

9. Ensminger, A. H.; Ensminger, M. E.; Konlande, J. F. et al. Diabetes melli-
tus: foods and nutrition encyclopedia. London: RCC, p.555-575, 1994.

10. Formica, J.V.; Regelson,W. Review of the biology of quercetin and related
bioflavonoids. Food & Chemical Toxicol., USA, v.33, n.12, p.1061-1080, 1995.

11. Gorray, K. C.;Baskin, D.; Fujimoto,W.Y.  Cytotoxic effects of alloxan treat-
ment in vitro on monolayer cultures of neonatal rat pancreas. American Jour-
nal of Physiology, California. v.245, p.E417-E423, 1983.

RBAC, vol. 34(3), 2002

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

Gray, A. M.; Flatt, P. R. Insulin-realeasing and insulin-like activity of the
traditional anti-diabetic plant Coriandrum sativum (coriander). British Jour-
nal of Nutrition, England, v.81, p.203-209, 1999.

Grosman, N. Influence of probes for calcium-calmodulin and protein kinase
C signalling on the plasma membrane Ca**-ATPase activity of rat synapto-
somes and leukocyte membranes. Immunopharmacology, USA, v.40,
p.163-171, 1998.

Harborne, J. B. Plant polyphenols. 6. The flavonol glycosides of wild and
cultivated potatoes. The Journal of Biochemistry, USA, v.84, p.100-106, 1962.
Havsteen, B. Flavonoids, a class of natural products of high pharmacological
potency. Biochemical Pharmacology, England, v.32, n.7, p.1141-1148, 1983.
Hertog, M. G. L.; Kromhout, D.; Aravanis, C.; Blackburn, H.; Buzina, R.;
Fidanza, F.; Giampaoli, S.; Jansen, A.; Menotti, A.; Nedeljkovic, S.; Pekka-
rinen, M.; Simic, B. S.; Toshima, H.; Feskens, E. J. M.; Hollman, P. C. H.;
Katan, M. B. Flavonoid intake and long-term risk of coronary heart disease
and cancer in the seven countries study. Archives of Internal Medicine,
England, v.155, n.4, p.381-386, 1995.

Jean, T.; Bodinier, M. C. Mediators involved in inflamation: effects of Daflon
500mg on their release. Angiology, USA, v.45, n.6, Pte. 2, p.554-559, 1994.
Jonas, J. C.; Plant, T. D.; Gilon, P.; Detimary, P.; Nenquin, M.; Henquin, J.

C. Multiple effects and stimulation of insulin secretion by the tyrosine kina-
se inhibitor genistein in normal mouse islets. Bristish Journal of Pharmaco-
logy, England, v.114, n.4, p.872-880, 1995.

Kahn, C. R. Section on cellular and molecular physiology. Joslin Diabetes
Center Research Report, USA, 1997-98, v.11, n.3., p.17, 1998.

Kurowska, E. M.; Borradaile, N.; Meade, M.; Spence, J. D.; Carroll, K. K.
Cholesterol-lowering effects of dietary citrus juices and their flavonoids. Stu-
dies in rats, mice and rabbits. Atherosclerosis, USA, v.134, n.1-2, p.330, 1997.
Lima, A. O. Métodos de laboratdrio aplicados a ciéncia. 62 ed. Rio de Janei-
ro: Guanabara Koogan, 549p. 1985.

Marciano, C. Efeito de amido da fruta da lobeira no controle de diabetes
mellitus. Vigosa, MG: UFV, 1997. 89p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia e
Tecnologia de Alimentos) Universidade Federal de Vigosa, 1997.
Marzzoco, A.; Torres, B. B . Bioquimica Basica. 22 ed. Sao Paulo: Guana-
bara, 360p. 1999.

Mazur,W. M.; Duke, J. A.; Wahaka, K.; Rasku, S.; Adlercreutz, H. Isofla-
vonoids and lignans in legumes: nutricional and health aspects in humans.
The Journal of Nutritional Biochemistry, USA, v.9, p.193-200, 1998.

Miller, O. Laboratdrio para o clinico. 62 ed. Rio de Janeiro: Livraria Atheneu,
549p. 1986.

Minnich, A.; Zilversmit,D. B.  Impaired triacylglycerol catabolism in hyper-
triglyceridemia of the diabetic, cholesterol-fed rabbit: a possible mechanism
for protection from atherosclerosis. Biochimica et Biophysica Acta, USA,
V.26, n.1002, Pte.3, p.324-332, 1989.

Onunkwo, G. C.; Akah, P. A.; Udeala, O.K. Studies on Bridelia ferruginea
leaves. Stability and hypoglycaemic actions of leaf extract tablets. Phyto-
therapy Research, England, v.10, p.418-420, 1996.

Park, B. H.; Rho, H.W.; Park, J.W.; Cho, C. G.; Kim, J. S.; Chung, H.T.;
Kim, H. R. Protective mechanism of glucose against alloxan-induced pan-
creatic beta-cell damage. Biochemical and Biophysical Research Commu-
nications, USA, v.5, n.210, Pte.1, p.1-6, 1995.

S4,R.D.D.E.;Vireque, A. A.; Reis, J. E. D.; Guerra, M. D.  Evaluation of the
toxicity of Solanum lycocarpum in the reprodutive system of male mice and
rats. Journal of Ethnopharmacology, England, v.73, n.1-2, p.283-287, 2000.
Smith, E. L.; Hill, R. L.; Lehman, I. R. et al. Principles of biochemistry:
mammalin. 7. ed. Rio de Janeiro: Guanabara, 612p. 1988.

Sorenson, R. L.; Brelje, T. C.; Roth, C. Effect of tyiosine kinase inhibitors
on islet of Langerhans: evidence for tyrosine kinases in the regulation of
insulin secretion. Endocrinology, USA, v.134, n.4, p.1975-1978, 1994.
Statsoft, Irc . Statistica for windows [computer program manual]. Tulsa, OK:
Statsoft, Irc., 2000. http://www.statsoft.com

Vinson, J. A.; Hao, Y.; Su, X.; Zubik, L. Phenol antioxidant quantity and
quality in foods: vegetables. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
Scranton, v.46, p.3630-3634, 1998.

Whalen, M. D.; Mabry, T.J. New 8-hydroxyflavonoids from Solanum section
Androceras,. Phytochemistry, England, v.18, p.263-265, 1979.

White, M.; Kahn, R. The insulin signaling system. The Journal of Biological
Chemistry, England, v.269, n.1, p.1-4, 1994.

Witmer, M. R.; Hadcock, S. J.; Peltier, S. L.; Winocour, P. D.; Richardson,

M.; Hatton, M.W. C. Altered levels of antithrombin IIl and fibrinogen in the
aortic wall of the alloxan-induced diabetic rabbit: evidence of a prothrombo-
tic state. Journal of Laboratory and Clinical Medicine, USA, v.119, p.221-
230, 1992.

Zhao, Z. H.; Watschinger, B.; Brown, C. D.; Beyer, M. M.; Friedman, E. A.
Variations of susceptibility to alloxan induced diabetes in the rabbit. Hormo-
ne Metabolism Research, USA, v.19, n.11, p.534-537, 1987.

Enderego para correspondéncia

Tanus Jorge Nagem

Universidade Federal de Ouro Preto - Departamento de Quimica
35400-000 - Ouro Preto - Minas Gerais - Brasil

E-mail: tinagem.bh@zaz.com.br

165



Ocorréncia de Cryptosporidium parvum
entre pacientes sidéticos
do Centro de Saude de Porto Alegre, RS

Search Cryptosporidium parvum oocysts in diarrheic feces
from AIDS patients in a state medical unit in Porto Alegre, RS

José R. K. Rodrigues; Sheila B. Lecke; Rafael V. Michel; Tiana Tasca & Geraldo A. De Carli

RESUMO - A prevaléncia de oocistos de Cryptosporidium parvum foi determinada em amostras fecais de 25 sidéti-
cos de ambos os sexos com gastroenterite, durante o periodo de abril a maio de 2002 no Centro de Saude Vila dos
Comerciarios em Porto Alegre, RS. Os oocistos foram detectados pela coloracdo da safranina modificada a quente.
Pelos dados observados das 25 amostras estudadas, 16% (4) apresentaram resultados positivos e 84% (21) foram
negativas para a pesquisa de oocistos. No que se refere a ocorréncia de oocistos de C. parvum, em relagdo ao sexo,
foi verificado que os maiores percentuais de infecgdo foram obtidos entre as pacientes do sexo feminino 12% (3),
enquanto que entre os sidéticos do sexo masculino o indice de infeccao foi igual a 4% (1).

PALAVRAS-CHAVE - Cryptosporidium parvum, oocistos, sidéticos, safranina.
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SUMMARY — The aim of this study was to search Cryptosporidium parvum oocysts in diarrheic feces from 25 AIDS
patients in a state medical unit in Porto Alegre, RS. Cryptosporium oocysts were present in 16% (4) patients with
prolonged diarrhea. The results show that a small proportion of patients with gastroenteritis are infected with C.
parvum, and the importance of the infection needs to be examined.

KEYWORDS - Cryptosporidium parvum, oocysts, AIDS, safranin.
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INTRODUGAO

m 1981 o Centers for Disease Control (CDC), EUA,
comegou a reportar a ocorréncia do sarcoma de
Kaposi e outras severas infeccoes oportunistas em jo-
vens homens homossexuais. Numerosos relatos apa-
receram, todos relacionados com infecc¢oes oportunis-
tas e neoplasias, ndo somente em homossexuais e bis-
sexuais mas, também, em outros grupos de risco. Este
quadro patoldgico foi chamado de Sindrome da Imu-
nodeficiéncia Adquirida (SIDA)"“. Entre os agentes
oportunistas o coccidio parasito Cryptosporidium par-
vum estd associado com doenca intestinal e primaria-
mente com pacientes imunodeprimidos. As manifes-
tacoes da criptosporidiose podem ser agrupadas em
dois tipos, dependendo do estado do portador: gastro-
enterite transitoria, em pacientes imunocompetentes,
e manifestacoes persistentes, com sinais e sintomas
clinicos marcados em pacientes imunodeprimidos®®”.
O diagnéstico definitivo da criptosporidiose baseia-

se na demonstracao dos oocistos nas fezes. Entretan-
to, inumeras dificuldades sao encontradas na realiza-
cdo desse diagnostico. Nos individuos imunocompe-
tentes os parasitos sao identificados nas fezes trés dias
apods a contaminacédo, e o tempo de emissado é curto
(duas ou trés semanas), ndo havendo abundéancia. Nos
pacientes imunodeprimidos, a permanéncia dos 0o-
cistos pode ser indefinida, correspondendo aos perio-
dos de diarréia. Essa diarréia aquosa acarreta a dilui-

cao dos parasitos e a aceleracao das evacuagoes, com
presenca de muco e de numerosos restos de vegetais
que podem mascarar a pesquisa. A emissao dos oocis-
tos é descontinua, sendo necessdria a realizacdo de
varias colheitas e exames a cada trés dias antes de
concluir pela auséncia do protozoario. Ao contrario dos
parasitos, que sdo raros, as leveduras sao, com freqiién-
cia, abundantes e devem ser diferenciadas do Cryptos-
poridium, que tem o mesmo tamanho®*°, Nesse estudo
demonstramos a ocorréncia de oocistos de C. parvum
nas fezes de pacientes sidéticos com gastroenterite.

PACIENTES E METODOS

No presente estudo, foi examinada a prevaléncia
de oocistos de C. parvum em amostras fecais colhidas
de pacientes adultos sidéticos com gastroenterite no
Centro de Satde Vila dos Comerciarios (CSVC) em
Porto Alegre, RS. Os espécimes fecais foram colhidos
de pacientes com diarréia prolongada, durante os me-
ses de abril e maio de 2002. As amostras controle de
pacientes sem diarréia foram obtidas durante o mes-
mo periodo no CSVC. Os espécimes fecais foram pre-
servados em frascos de pléastico contendo solucéo sali-
na de formaldeido a 10%. Somente uma amostra foi
colhida de cada paciente. Participaram deste estudo
25 pacientes (11 homens e 14 mulheres) todos porta-
dores da SIDA.
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O método modificado da safranina a quente foi o
procedimento usado para a coloracao das amostras
fecais®®. Foi incluido ao método de coloracao uma la-
mina controle com oocistos de C. parvum, preparada
com amostra fecal preservada pela solucao salina de
formaldeido a 10%. Os resultados foram analisados
através do teste t de Student.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram examinadas 25 amostras fecais ndo concen-
tradas. Os resultados da pesquisa estdo expressos nas
Tabelas I e II. Os oocistos de C. parvum estavam pre-
sentes em 16% (4) dos pacientes com diarréia prolon-
gada. No que se refere a ocorréncia de oocistos de C.
parvum, em relacao ao sexo, foi verificado que os maio-
res percentuais de infeccao foram obtidos entre as pa-
cientes do sexo feminino, 12% (3), enquanto que
entre os sidéticos do sexo masculino o indice de infec-
céo foiigual a 4% (1). Todas as fezes controle (nédo diar-
réicas) foram negativas para oocistos de Cryptospori-
dium. A morfometria com o micrémetro ocular foi in-
dispenséavel para a identificagdo dos oocistos®.

Devido a curiosa e inexplicdvel marcada variabili-
dade de coloracao exibida pelos oocistos da Cyclospora
cayetanensis (9 pm, variando de 8 a 10 pm) quando co-
rados pelos derivados de Ziehl-Neelsen, optou-se pelo
uso do método modificado da safranina a quente para
evitar este problema e confirmar a auséncia do orga-
nismo*®. Esse procedimento mostrou ser eficiente para
a pesquisa de C. parvum. Os oocistos apareceram arre-
dondados corados em um brilhante vermelho-alaranja-
do sobre um fundo uniformemente corado em verde®.
Os oocistos apresentaram uma estrutura geralmente
esférica de 3 a 6 um de didmetro (média 4 a 5 pm), com
membrana externa fina e citoplasma finamente granu-
lado. Esporozoitos livres apareceram como pequenas
manchas dispostas na periferia em forma de "“C".

Sumarizando, os oocistos de C. parvum séao facil-
mente detectados em fezes frescas e/ou preservadas
quando coradas pelo método modificado da safranina
a quente.

TABELA |
Prevaléncia de oocistos de Cryptosporidium parvum
em 25 pacientes sidéticos do Posto de Saude
da Vila dos Comerciarios, Porto Alegre, RS, em 2002

N° de amostras Amostras Amostras
examinadas positivas negativas
25 4 21
(100%) (16%) (84%)
TABELA 11

Prevaléncia de oocistos de Cryptosporidium parvum,
em relacao ao sexo, em 25 pacientes sidéticos
do Posto de Saude da Vila dos Comerciarios,
Porto Alegre, RS, em 2002

N° de amostras

positivas Homens Mulheres
4 1 3
(16%) (4%) (12%)
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Citrato urinario na nefrolitiase’

Urinary citrate in nephrolithiasis

Marlene Leiko Doi Sakuno®; Gisele Takahachi?; Ana Beatriz Tozzo Martins®; Vanderly Janeiro®;
Regiane Bofetti’; Eliane Kiyomi Tabuti* & Tatiana Moreno Barbieri*

RESUMO - O citrato tem dois efeitos importantes na prevencéao da nefrolitiase conhecidos como efeitos solubilizan-
te e inibidor da cristalizacdo dos sais de cdlcio. E um acido tricarboxilico que faz parte do ciclo de Krebs, sendo
livremente filtrado e excretado pelos rins. A sua excrecdo pela urina pode sofrer influéncia de varios fatores, tais
como a idade, o sexo, o contetido de &cido citrico, proteinas e s6dio na dieta, a atividade fisica, o equilibrio acido-
bésico, etc. Este trabalho tem como objetivo verificar a influéncia do sexo e da idade na excregdo de citrato pela
urina em pacientes com nefrolitiase. Para tal, realizamos a medida de citrato na urina de 24 horas (método enzima-
tico) em 98 individuos do sexo masculino (36 + 13,5 anos) e 124 do sexo feminino (36 + 12,7 anos), todos com
cdlculo renal. Verificamos que o sexo influenciou significativamente na excrec¢do urindria de citrato, com as mulhe-
res excretando mais (527 + 225 mg/24 horas) do que os homens (409 + 210 mg/24 horas) (p=0,0001). A prevalén-
cia de hipocitrattria foi bem maior nos homens (41%) do que nas mulheres (18%). Quando os 2 grupos (sexo
masculino e feminino) foram separados de acordo com a idade observamos que, até os 40 anos, as mulheres
excretaram mais citrato do que os homens. Se considerarmos somente o fator idade verificamos que homens até 20
anos apresentaram valores de citrato significativamente menores do que aqueles com idade acima de 20. J4 nas
mulheres, a excre¢do de citrato pela urina nao foi estatisticamente diferente nas categorias de idade estudadas.

PALAVRAS-CHAVE - Citrato urindrio, nefrolitiase, influéncia do sexo e da idade.

SUMMARY - The citrate has two important effects in the prevention of the nephrolithiasis known as solubilizant
effects and inhibitors of calcium crystallization. It is a tricarboxilic acid, part of Krebs cycle, which is filtered freely
and excreted by the kidneys. Its excretion by the urine can suffer influence from several factors, such as age, sex,
citric acid content, proteins and sodium in the diet, physical activities, acid-base balance, etc. This work has the
objective of verifying the influence of the sex and the age in the urinary excretion of citrate in patients with
nephrolithiasis. In order to do that, we accomplished the measure of the citrate in 24-hour urine samples (enzy-
matic method) in 98 male patients (36 + 13.5 years) and 124 female patients (36 + 12.7 years), all having renal
calculus. We verified that the sex influenced significantly in the urinary excretion of citrate: women excreted more
(527 + 225 mg/24 hours) than men (409 + 210 mg/24 hours) (p=0.0001). The hypocitraturia prevalence was very
larger in the men (41%) than in the women (18%). When the two groups (male and female) were separated in
agreement with the age we observed that the women up to 40 years old excreted more citrate than men. If we
consider only the factor age we concluded that men up to 20 years old presented citrate values significantly smaller
than those with age above 20. Already in the women, the citrate excretion for the urine was not statistically differ-
ent in the categories of age studied.

KEYWORDS - Urinary citrate, nephrolithiasis, influence of sex and age.
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INTRODUCAO

citrato tem dois efeitos importantes na prevencao

" . . A na em pacientes com nefrolitiase.
da nefrolitiase conhecidos como efeitos solubili- p

Este trabalho tem como objetivo verificar a influén-
cia do sexo e da idade na excrecao de citrato pela uri-

zante e inibidor da cristalizacao dos sais de cdlcio'. E
um acido tricarboxilico que faz parte do ciclo de Krebs,
sendo livremente filtrado pelo glomérulo renal. Cerca
de 65 a 90% da carga filtrada sera reabsorvida pelos
tubulos proximais através de um transporte eletrogé-
nico dependente de sddio. O citrato reabsorvido nao
retorna para a circulacdo. Juntamente com o citrato
que é recapturado do liquido peritubular, acumula-se
no citoplasma e é transportado para o interior da mi-
tocOndria onde, através do ciclo de Krebs, é oxidado
para CO, e dgua. A quantidade de citrato que é excre-
tada pela urina corresponde a faixa de 10 a 35% do
total filtrado que nao foi reabsorvido pelos tubulos’?.
A sua excrecdo pela urina pode sofrer influéncia de
varios fatores, tais como a idade, o sexo, o contetido de
acido citrico, proteinas e sddio na dieta, a atividade
fisica, o equilibrio acido béasico, etc'?.

CASUISTICA E METODOS

Participaram deste estudo 98 individuos do sexo
masculino com idade entre 4 e 76 anos e 124 do sexo
feminino com idade entre 7 e 72 anos, todos com cal-
culo renal, que procuraram o Laboratério de Ensino e
Pesquisa em Anélises Clinicas (LEPAC) da Universi-
dade Estadual de Maringd para a realizacao do estu-
do metabélico da litiase renal.

A dosagem de citrato na urina de 24 horas foi reali-
zada utilizando-se um método enziméatico que se ba-
seou na transformacéo do citrato em oxaloacetato pela
enzima citrato liase. Posteriormente, na presenca de
NADH e malato desidrogenase, o oxaloacetato foi re-
duzido a malato a medida que o NADH foi oxidado a
NAD. Este método foi descrito por Moellering & Gru-

Recebido em 8/7/2002
Aprovado em 12/7/2002
“Trabalho realizado no Laboratério de Ensino e Pesquisa em Andlises Clinicas (LEPAC), Depto. de Analises Clinicas (DAC). Univ. Est. de Maringa (UEM). PR.
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ber® e modificado por Costello & O'Neil® e Nielsen'® e
citado por Rebelo & Schor®.

Para a andlise dos resultados, os pacientes foram
divididos em dois grupos, de acordo com 0 sexo, sen-
do que cada grupo foi subdividido em 5 categorias de
idade (categoria 0 = < 20 anos; 1 = 21 a 30 anos; 2 =
31 a 40 anos; 3 = 41 a 50 anos; 4 = > 50 anos). As
andlises estatisticas foram realizadas aplicando-se os
testes ndo paramétricos Lilliefors, Wilcoxon e Kruskal-
Wallis*'® através dos softwares Excel e SAS e conside-
rando-se um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A presenga de 4cido citrico na urina foi demonstra-
da pela primeira vez em 19177,

Boothby & Adams®, em 1934, foram os primeiros a
constatar a deficiéncia de citrato na urina de pacien-
tes com nefrolitiase. No entanto, estes achados nao des-
pertaram muita atencdo naquela época.

Ap06s a divulgacao, por Moellering & Gruber®, de
um método enziméatico para dosagem de citrato com o
uso da citrato liase e os conhecimentos obtidos sobre a
capacidade do citrato em inibir algumas etapas do pro-
cesso de cristalizacdo dos sais de célcio, in vitro, reno-
vou-se o interesse nas dosagens do citrato na pratica
clinica da nefrolitiase.

Vérios fatores podem alterar a excrecdo de citrato
pela urina sendo o equilibrio 4cido-bdsico considera-
do o principal regulador. Ostberg® foi o primeiro a
constatar, in vivo, que a alcalose metabolica aumenta,
enquanto a acidose sistémica diminui a excrecao re-
nal de citrato. A acidose metabdlica facilita a entrada
de citrato na célula renal e aumenta o processo oxida-
tivo na mitocondria. Isto estimula também a entrada
do citrato proveniente do liquido peritubular para a
célula renal. A acidose estimula, no liquido tubular
renal, a transformacao de citrato trivalente em diva-
lente, que é a forma preferida para a reabsorgao®'?.
Através destes mecanismos explica-se a hipocitratu-
ria da acidose sistémica (metabodlica ou respiratéria),
da insuficiéncia renal cronica, das sindromes de ma
absorcao intestinal, das alteragoes eletroliticas como a
hipopotassemia e hipomagnesemia, da acidose tubu-
lar distal, do uso crénico de acetazolamida e tiazida.
Essas situagdes cursam com acidose intracelular cor-
tical renal levando a hipocitratiria e maior risco para
a nefrolitiase'.

A hipocitraturia pode ser eventualmente atribuida
a infeccdo urindria por certos tipos de bactérias que
necessitam de citrato para o seu metabolismo celular'?.

A variacgdo da citraturia sob a influéncia da dieta
parece depender mais de pequenas alteragdes acido-
bésicas do que propriamente de seu contetido em ci-
trato. A dieta rica em proteinas, do mesmo modo que
os exercicios fisicos extenuantes causam uma reducao
da citratdria por aumentarem a excrecdo acida. Por
outro lado a ingestdo elevada de so6dio leva a hipoci-
traturia pois diminui os niveis de aldosterona sérica.
Desta forma h& uma diminuicdo na sintese de citrato
pela célula renal devido a diminuicao na atividade de
citrato sintetase e aumento na reabsorcdo tubular de
citrato. A hipocitraturia também pode ser idiopatica,
quando nenhuma das causas citadas for identificada’'2.

A excrecao de citrato pela urina pode sofrer influén-
cia do sexo, da idade e de varios hormonios. Os estro-
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genos estimulam a excrecao urindria de citrato ao passo
que a progesterona apresenta um efeito hipocitraturi-
co. Avitamina D, calcitonina, hormonio paratireoidia-
no e hormoénio de crescimento também influenciam
na excrecao de citrato pela urina®’'2,

Neste trabalho realizamos a medida do citrato uri-
nario em 98 homens com idade média de 36 anos e
124 mulheres também com idade média de 36 anos,
todos com cdalculo renal. Verificamos que a concentra-
cdo média de citrato urinario foi significativamente
diferente em relacao ao sexo onde as mulheres excre-
taram mais citrato (527 + 225 mg/24 h) do que os ho-
mens (409 + 210 mg/24 h) (p=0,0001). A hipocitratu-
ria foi detectada em 41% dos individuos do sexo mas-
culino e 18% do sexo feminino (Figura 1). Quando os 2
grupos (sexo masculino e feminino) foram separados
de acordo com a idade observamos que houve dife-
renca significativa na excrecdo urindria de citrato en-
tre os sexos nas categorias 0, 1 e 2, ou seja, até os 40
anos, as mulheres excretaram mais citrato do que os
homens (Tabelas I e II, Figura 2). Como pode ser visto
na Figura 3, até os 40 anos, a porcentagem de pacien-
tes com hipocitraturia foi bem maior nos homens do
que nas mulheres. Apds esta idade, a diferenca come-
cou a desaparecer porque nos homens houve um au-
mento na excrecdo enquanto nas mulheres a concen-
tracdo de citrato diminuiu (Tabela I).

90 Sexo
80
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50
40
30
20
10

0

% de pacientes

Masculino Feminino

[ Com hipocitratria [ sem hipocitrattiria

FIG. 1 - Porcentagem de pacientes segundo o sexo e a presenca de hipocitraturia.

TABELA |
Média e desvios-padrio de citrato (mg/24h)
segundo o sexo e categoria de idade
(0 = até 20 anos; 1 =21 a 30 anos; 2 = 31 a 40 anos; 3 = 41 a 50 anos; 4 = > 50 anos)

Sexo Categoria de idade n Média Desvio-padrdo
0 15 449,2667 207,2719

1 26 520,0769 225,1799

Mulheres 2 39 564,4872 215,5965
3 29 557,3793 252,6046

4 15 460,6667 205,0504

0 11 251,6364 68,7652

1 23 404,5217 200,4683

Homens 2 31 381,3871 173,8228
3 18 528,7222 264,8244

4 15 446,7333 218,6682
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TABELA 1l
Hipdteses nula e p-valor nas categorias de idade
para citrato pelo teste de Kruskal-Wallis
(0 = até 20 anos; 1 =21 a 30 anos; 2 = 31 a 40 anos; 3 = 41 a 50 anos; 4 = > 50 anos)

Hipotese Categoria de idade p-valor
Hemo = Hcio 0 0,0274*
Hem1 = Heit 1 0,0242*
Hemz = Her2 2 0,0009*
Hcms = Hcfs 3 0,6537
Hema = Hora 4 0,9669

*significativo ao nivel de 5%; i, citrato masculino; . citrato feminino
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FIG. 2 - Excregao média de citrato na urina (mg/24 horas) segundo a idade e o sexo.
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FIG. 3 - Porcentagem de pacientes com hipocitratiria segundo a idade e o sexo.

TABELA 1l
Hipdteses e p-valor nas categorias de idade para citrato
pelo teste de Wilcoxon no sexo masculino
(0 = até 20 anos; 1 = 21 a 30 anos; 2 = 31 a 40 anos; 3 = 41 a 50 anos; 4 = > 50 anos)

Hipétese p-valor
Hemo =Hemt 0.0136*
Hemo =Hemz 0.0221*
Hemo =Hems 0.0035*
Hemo =Hema 0.0137*
Hemt =Hemz 0.8956
Hemt =Hema 0.1120
Hemt =Hema 0.4287
Hemz = Hems 0.0500**
Hemz =Hema 0.2863
Hems =Hcma 0.4264

*significativo ao nivel de 5%; **significativo ao nivel de 10%
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Em relacao a idade verificamos que no sexo femini-
no, a excrecao de citrato pela urina nao foi estatistica-
mente diferente (p=0,42) nas categorias estudadas. Ja
nos homens, detectou-se que existe diferenca na con-
centracao de citrato em relacdo a idade. Ao nivel de 5%
de significancia, homens até 20 anos apresentaram va-
lores de citrato significativamente menores em relacao
as outras categorias de idade (Tabela III) e, ao nivel de
10%, houve diferenca na concentracao de citrato nas
categorias 2 e 3 (p=0,05) demonstrando que homens
com idade entre 41 a 50 anos excretaram mais citrato
do que aqueles com idade entre 31 e 40 anos.

Analisamos também se nas mulheres, a excrecao
de citrato foi diferente naquelas com idade entre 18 e
45 anos e acima de 45 anos e nossos resultados nao
revelaram existir diferenca significativa (p=0,4420)
entre as 2 faixas etdrias.

A partir destes resultados podemos concluir que o
sexo influenciou na excrecdo urindria de citrato. A ci-
traturia foi mais elevada nas mulheres do que nos ho-
mens até os 40 anos. Nossos dados foram semelhantes
aos de Schwille et al.'* . Eles verificaram que, de 20 a
30 anos, a mulher excreta mais citrato do que o ho-
mem, mas apos os 40 anos, a diferenca comeca a desa-
parecer porque o homem aumenta enquanto a mulher
mantém estdvel a citraturia.

Quanto a idade, concluimos que nos homens este
fator influenciou na citratiria em algumas categorias
de idade, o0 mesmo nao acontecendo nas mulheres.
Cunha® nédo encontrou diferenca significativa na ci-
traturia de individuos do mesmo sexo quando separa-
dos em idade menor e maior do que 45 anos.

Parece que os estrogenos sao os principais respon-
saveis pela maior excrecdo de citrato pela urina e isto
pode contribuir para a menor prevaléncia de litiase no
sexo feminino'?,
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Espécies de Trichosporon Behrend:
colonizagéo anal e piedra branca
génito-pubica em pacientes HIV*

Species of Trichosporon Behrend:
anal colonization and genito-pubic white piedra in HIV* patients

Zélia Braz Vieira da Silva Pontes; Edeltrudes de Oliveira Lima'; Adriano Lira Ramos?;
Joana D’Arc Morais da Silveira Frade® & Neuza Maria Cavalcante de Oliveira*

RESUMO - Espécies de Trichosporon foram isoladas em 9 (7,2%) dos 125 pacientes HIV*. Colonizacao anal foi
observada em 5 (4%) destes pacientes. T. inkin foi isolado da regido anal de dois homens bissexuais e de um
homossexual e T. asahii de um homem bissexual e de uma mulher heterossexual. Piedra génito pubica foi observa-
da em 5 (5,6%) dos 90 homens. T. inkin foi agente de 4 (7,5%) casos de piedra branca no grupo de 53 homens homo/
bissexuais e T. asahii foi responsével por um (2,7%) caso em heterossexual. A identificacdo em nivel de espécie foi
essencial para a diferenciacdo das espécies: T inkin e T. asahii que colonizaram a regido anal e foram agentes de
piedra branca génito pibica em pacientes HIV™.
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SUMMARY - Trichosporon species were isolated in about 9 (7.2%) of 125 HIV* pacients. Anal colonization was obser-
ved in 5 (4%) of these patients. T. inkin was isolated from the anal region of two bisexual men and of a homosexual
whereas T. asahii from a bisexual man and a heterosexual woman. Genito-pubic white piedra was observed in
5 (5.6%) of 90 men. T. inkin was the agent of 4 (7.5%) cases of white piedra in a group of 53 homo/bisexuals and
T. asahii was responsable for just one (2.7%) case in a heterosexual. The identification at the level of species was
essential for the differentiation of the species T. inkin and T. asahii which colonized the anal region and were the

agents of genito-pubic white piedra in HIV* patients.

KEYWORDS - Colonization; white piedra; Trichosporon inkin; Trichosporon asahii; HIV™.

/

INTRODUGAO

Trichosporon Behrend é um género de leveduras
A com afinidade Basidiomycetes. T. beigelii, ou si-
noénimo T. cutaneum, era considerado o Unico agente
de infecgdes cutdneas (Snock, 1979; Kamalam et al.,
1981; Garcia-Matos & Mira Gutiérez, 1995), onicomi-
coses (Fusaro et al., 1984), otomicose (Reiersol et al.,
1955), piedra branca (Zaror et al., 1989; Juang et al.,
2000) e infeccdo sistémica (Waltson & Kallichurum,
1970; Haupt et al., 1983) e as infeccgdes foram excep-
cionalmente relatadas em pacientes HIV* (Leaf et al.,
1989; Lascaux et al., 1998). Piedra branca é uma in-
feccado caracterizada por nédulos brancos a marrons
claros, de consisténcia média, constituidos de artro e
blastoconidios que podem circundar a haste inteira dos
pélos. A incidéncia de piedra branca genital tem sido
reportada em pacientes assintomaticos procedentes de
clinica génito-urindria com percentuais que variaram
de 4% em homens bi/homossexuais no Reino Unido
(Walzman et al., 1989), 25% em homossexuais na Di-
namarca (Stenderup et al., 1986) e 25,6% em homens
estudantes brasileiros (Fischman et al., 1980). A colo-
nizacdo na regidao anal em homens homossexuais foi
relatado na Suécia, Dinamarca e Reino Unido (Tors-
sander et al., 1985; Stenderup et al., 1986; Walzman &

Leeming, 1989). Guého et al. (1992), basearam-se em
caracteres biomoleculares e descreveram seis espécies
patogénicas ao homem e a denominacéo T. beigelii foi
considerada duvidosa. Thérizol-Ferley et al. (1994),
relataram T. asahii, T. mucoides e T.inkin como respon-
sdveis por casos de piedra branca génito-pubica e in-
tertrigo em mulheres, no Gabon, Africa.

O objetivo deste estudo foi verificar a freqiiéncia
de colonizacao anal e piedra branca génito-pubica por
espécies de Trichosporon em pacientes HIV* homo, bi
e heterossexuais.

MATERIAL E METODOS

Neste estudo os pacientes HIV', apds consentimen-
to por escrito, foram atendidos no Complexo Hospita-
lar de Doencas Infecto-contagiosas Clementino Fra-
ga, na cidade de Joao Pessoa-PB. Eles foram interro-
gados sobre praticas sexuais e o teste de anticorpos
HIV 1 foi realizado por ELISA, confirmado por Wes-
tern-blot com quantificacao de linfécitos T. Os pacien-
tes foram considerados sintomaticos quando o nime-
ro de linfécitos CD4" foram = 350 células/mm? e apre-
sentaram associacdo com outras infecgoes (Brasil,
2000). Trinta deles eram homens homossexuais, 23 bis-
sexuais e 37 heterossexuais. Trinta e cinco mulheres
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HIV* também participaram do estudo. As idades dos
pacientes variaram entre 15-74 anos (média de 34,39
anos). Todos eles eram nativos da Regido Nordeste e,
na sua grande maioria, do Estado da Paraiba.

As amostras de pélos genitais foram coletados, apos
exame clinico, com auxilio de tesoura e as da regido
anal, por zaragatoas estéreis.

O estudo micolégico incluiu exame microscopico
direto dos pélos com hidroxido de potéssio/tinta preta
(Parker) (Cohen, 1954). As culturas dos pélos e amos-
tras anais foram realizadas em &gar Sabouraud dex-
trose (ASD) com cloranfenicol (200 pg/ml) e incuba-
das a temperatura ambiente (28-30°C) por 4 semanas.
As espécies fungicas foram identificadas de acordo com
os critérios de Guého et al. (1992)

RESULTADOS

Espécies de Trichosporon foram observadas em 7,2%
(9/125) dos pacientes examinados. Todas as cepas pro-
duziram urease, cresceram a 37 e 42°C. As proprieda-
des assimilativas foram observadas frente a varias fon-
tes de carbono (eritritol, galactitol, glucano-d-lactone,
L-arabinitol, D-glucosamina, L-sorbose, inositol, me-
lizitose, melibiose, D-galactose, ramose) e nitrogénio
(creatinina, nitrato de potéssio e peptona), assim como
sensibilidade a cicloheximida (0,1 e 0,01%).

O exame microscépico direto dos pélos revelou noé-
dulos constituidos de artro e blastoconidios em 3 dos 5
casos. T. inkin, foi caracterizado por coldnia bege, cere-
briforme, farinhosa, com pequena zona marginal e com
o seu envelhecimento foram observadas rachaduras no
meio dgar Sabouraud dextrose. No microcultivo, em
agar malte a 2% foi observada producéao de hifas, artro-
conidios, pseudomicélios com blastoconidios e apres-
sorias. Em &gar glicose a 50% foi observado desenvol-
vimento sarcinico. Macroscopicamente, T. asahii, apre-
sentou col6nia pustular, zona marginal larga e fissura-
da, cor bege que, com envelhecimento, adquiriu cor li-
geiramente amarronzada. A micromorfologia foi carac-
terizada por hifas em paralelo, disarticulando em artro-
conidios retangulares e em forma de barril.

A Tabela I mostra as espécies de Trichosporon que
colonizaram a regido anal e agentes de piedra branca
génito-pubica em pacientes HIV'. Colonizacdo na re-
gido anal foi observada em 5 (4%) dos 125 pacientes.
T. inkin foi isolado de dois homens bissexuais e um
homossexual e T. asahii foi isolado de cultura anal de
um homem bissexual e de uma mulher heterossexual.
Nenhuma espécie de Trichosporon foi isolada coloni-
zando os homens heterossexuais.

Piedra branca génito-pubica apresentou uma fre-
qiéncia de 5,6% entre os 90 homens. T. inkin foi agen-
te de 4 (7,5%) dos casos de piedra branca no grupo de
53 homens homo/bissexuais e T. asahii foi responsavel

TABELA |
Espécies de Trichosporon Behrend colonizando a regiao anal
e agentes de piedra branca génito-pubica em pacientes HIV*

Espécies
Categoria Trichosporon inkin Trichosporon asahii
Pele Pélo Pele Pélo
Heterossexuais - - 1 1
Homossexuais 1 2 - -
Bissexuais 2 2 1 -

*Um paciente bissexual apresentou colonizagdo anal e piedra branca génito-
pubica por T. inkin.
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por um (2,7%) caso em heterossexual. N&o foi obser-
vado nenhum caso nas mulheres. Um paciente bisse-
xual apresentou colonizagdo anal e piedra branca gé-
nito-pubica por T. inkin.

Tricobacteriose foi observada em 21,6% dos 125
pacientes e associacdo entre bactéria e espécies de Tri-
chosporon infectando os pélos genitais foi observada
em trés dos cinco casos.

DISCUSSAO

Poucos sdo os estudos sobre leveduras do género
Trichosporon colonizando pele normal humana (Mok
& Barreto, 1984; Ellner et al., 1991). Na literatura, ha
registros de colonizacdo em populacdes selecionadas
de homo e/ou bissexuais (Torssander et al., 1985; Sten-
derup et al., 1986; Walzman et al., 1989). No nosso
estudo, a colonizagdo da regido anal por espécies de
Trichosporon, em homens HIV* homo/bissexuais apre-
sentou uma freqiiéncia de 7,5% (4/53) e de 2,7% (1/37)
nas mulheres. Walzman & Leeming (1989), relataram
uma freqiiéncia de 4% no grupo de homens homo/
bissexuais. Entretanto, estes relatos nao corroboraram
com os achados de 15,5% em homens HIV', homosse-
xuais contra 2,5% em heterossexuais na Suécia (Tors-
sander et al., 1985) e de 13% em homens homosse-
xuais na Dinamarca (Stenderup et al., 1986).

O modo de infec¢gdo no homem néo € claro e seus
agentes tém sido isolados de solos, &gua, animais em
decomposicdo e matéria vegetal (Kaplan, 1959; Guého
etal., 1992; Sugita et al., 2000). Torssander et al. (1985)
sugerem uma possivel transmissao sexual e o risco de
desenvolvimento de uma infeccdo sistémica por Tri-
chosporon em homens homossexuais infectados pelo
virus HIV 1. O fato de espécies de Trichosporon terem
sido isoladas em maior freqiiéncia da regido anal do
grupo de pacientes homens homo/bissexuais indica-
ria transmissao sexual da levedura por contato retal,
mas isto também néo foi claro. Os nossos pacientes
eram na sua grande maioria sintoméaticos (80%) e a
colonizacdo por espécies de Trichosporon poderia im-
plicar em um risco de desenvolvimento de uma infec-
cdo sistémica. Haupt et al. (1983) sugerem que cultu-
ra de vigilancia positiva para espécies de Trichospo-
ron poderia estd correlacionada com infeccéo sistémi-
ca em pacientes imunocomprometidos e que repetida
cultura de urina positiva indicaria disseminacao. Ra-
ros sdo os casos de infeccao sistémica por espécies de
Trichosporon em pacientes HIV™ sintomaéticos, onde o
déficit imunitdrio em células T estd em primeiro plano
(Leaf & Smiberkoff, 1989; Lascaux et al., 1998; Par-
sonnet, 1989; Barchiesi et al., 1993; Coppola et al.,
1993; Nahass et al., 1993).

Relatos de piedra branca nas regides génito-pubi-
cas tem aumentado, tendo sido observados em pacien-
tes de ambos os sexos. E uma infec¢ao comum nas
Américas (Carneiro et al., 1971; Benson et al., 1983;
Kalter et al., 1986), destacando-se o Brasil (Fischman
et al., 1980; Zaror et al., 1989, Almeida et al., 1990),
tendo sido também diagnosticada na Africa (Thérizol-
Ferley et al., 1994), Asia (Palungwachira et al., 1991) e
Europa (Torssander et al., 1985; Stenderup et al., 1986;
Avram et al., 1987; Walzman & Leeming, 1989), mas
diferencas regionais foram observadas. Em nosso es-
tudo, todos os casos de piedra branca génito-pubica
foram observados em homens com idade inferior a 34
anos. A maioria dos casos relatados na literatura tive-
ram como agente T. beigelii, sindbnimo T. cutaneum
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(Benson et al., 1983; Avram et al., 1987; Almeida et al.,
1990; Torssander et al., 1985; Stenderup et al., 1986;
Walzman & Leeming, 1989) que com a revisdo taxono-
mica do género Trichosporon, baseada em caracteres
morfoldgicos, bioquimicos, nicho ecolégico e biologia
molecular, seis espécies patogénicas ao homem foram
descritas: T. mucoides, T. asahii, T. asteroides, T. ovoi-
des, T inkin e T. cutaneum. A denominacao T. beigelii
néo foi preservada (Guého et al., 1992). Entretanto,
esta denominacéao continua sendo usada na literatura,
trazendo confusao e nao permitindo o conhecimento
das espécies de Trichosporon implicadas em processos
patologicos (Shadi & Chadeganipour, 1996; Kai-Man,
etal., 1997; Juang et al., 2000; Man-Heui et al., 2000).
Em nossos pacientes, duas espécies foram isoladas
colonizando a regido anal e causando piedra branca
génito-pubica: T inkin, espécie mais freqiiente e rela-
tada também na literatura como responsavel por casos
de piedra branca génito-pubica, intertrigo, infeccao
urindria, endocardite e isolado da regido anal de pa-
cientes (Guého et al., 1994, Thérizol-Ferly et al., 1994;
Blancard et al., 1995; Chaumantin et al., 1996). T. asahii
apresentou uma menor freqiiéncia. Entretanto, nos 52
casos de piedra génito-pubica e associagées clinicas,
em mulheres no Gabon, Africa, T. asahii representou
13,5% dos isolados (Thérizol-Ferly et al., 1994). Esta
espécie foi também isolada de sangue humano e le-
soes de pele (Guého et al., 1994; Itoh et al.1996). Pie-
dra branca genital pode ser indistingtivel de tricobac-
teriose (Rippon, 1974). Intertrigo freqiientemente co-
existem com piedra branca génito-pubica e os pélos,
sejam génito-pubicos ou do couro cabeludo (Thérizol-
Ferley et al. 1994), podem ser afetados simultaneamen-
te por bactéria (Figueras & Guarro, 2000). Em nosso
estudo, esta associacao foi observada em 3 dos 5 casos
de piedra branca génito-pubica.

Concluindo, observamos que T. inkin e T. asahii
colonizaram a regido anal e foram agentes de piedra
branca génito-ptbica em pacientes HIV™*,
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